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(ber die Milehsiurebildung bei der Totenstarre glatter Muskeln. I. 


Von 
Ernst Mangold und Constanze Schmitt-Krahmer. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Milchsdéurebildung, auf deren friiher ungeahnte Bedeutung in 
der Physiologie unlangst von berufenster Seite!) eingehend hingewiesen 
wurde, steht besonders in der Lehre von der Kontraktion und Energetik 
des Muskels zurzeit im Mittelpunkt des Interesses. Sie scheint iiber- 
haupt zu den allgemeinen Grundeigenschaften der tierischen Zellen 
zu gehéren®). Uber die schon lange angenommene Beziehung zwischen 
Milchséurebildung, Kontraktion und Totenstarre des Muskels ist 
mehrfach zusammenfassend von Fiirth®), iiber letztere auch von Winter- 
stein*) berichtet worden. In allen hier entstehenden Fragen hat die 
experimentelle Forschung fast ausschlieBlich die quergestreifte Muskulatur 
beriicksichtigt, die glatte aber vernachlassigt. Angesichts ihrer Be- 
deutung fiir die Funktion der vegetativen Organe, deren Innervation 
bereits viel eingehender erforscht wurde, gebiihrt aber auch den glatten 
Muskeln ein erhéhtes Interesse. Das Studium ihres Mechanismus und 
Chemismus wird auch, gerade durch ihre funktionelle Verschiedenheit 
von den quergestreiften Muskeln, fiir die Physiologie der letzteren 
manche neuen Gesichtspunkte liefern. 


1) C. Neuberg und Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 761, 1925. 

2) Vgl. Flury, diese Zeitschr. 146, 297, 1924; Schmitz und Chrometzka, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 196, 1925. 

’) von Firth, Ergebn. d. Physiol. 17, 389, 1919; Oppenheimers Handb. 
d. Biochem., 2. Aufl., 4, 303, 1904; ebendaselbst, 2. Aufl., 8, 56, 1924. 

*) H. Winterstein, Deutsch. Zeitschr. f. d. ges. gerichtl. Med. 2, 1, 1923. 
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Dies hat sich durch Arbeiten der letzten Jahre auf dem Gebiete der 
Totenstarre ergeben'). Bis dahin hatte die schon seit Kiithne, Heidenhain 
und Hermann bekannte Totenstarre der glatten Muskulatur, iiber die gleich- 
zeitig zusammenfassend berichtet wird*), wenig Beachtung gefunden. 
Den Arbeiten iiber ihren Mechanismus schlieBt sich nun die folgende 
chemische Untersuchung an. 

Es handelt sich um die Frage, ob auch bei der glatten Muskulatur im 
Verlauf der Totenstarre eine Milchsdurebildung stattfindet, welche zeitlichen 
Beziehungen zwischen derselben und der Entwicklung der mechanischen 
Veranderungen des glatten Muskels bestehen und ob ein ursichlicher 
Zusammenhang zwischen beiden im Sinne einer ,,Verkiirzungssubstanz“ 
angenommen werden darf. 

Der Milchsiure, die sich im Muskel bei der funktionellen Titigkeit 
wie bei verschiedenen Starreformen anhauft, wird bekanntlich eine domi- 
nierende Rolle als Verkiirzungssubstanz zugeschrieben*). Doch wird noch 
die Frage erértert, ob sie bei allen echten Kontrakturen die mechanische 
Zustandsainderung bedingt, wie Meyerhof*) mit Hinweis darauf annimmt, 
daB eine gesteigerte Milchséurebildung auBer fiir Toten- und Warmestarre 
auch fiir die CHCl,-, Alkohol-, Coffein- und NaOH-Starre festgestellt 
wurde, oder ob ihr doch nicht bei allen Kontrakturen diese Bedeutung 
zukommt [Riesser*)]. Meyerhof*) denkt fiir die Totenstarre daran, daB die 
anaerob im Muskel angehaufte Milchsaéure ihrerseits die dann mit stark 
gesteigerter Milchséurebildung einhergehende Kontraktur hervorrufe. 

Jedenfalls aber handelt es sich, wie Salkowski es treffend charakterisiert, 
um die Fortsetzung eines vitalen Vorganges: ,,Der Muskel bildet nicht Milch- 
sdure, weil er stirbt, sondern weil er lebt. Die Bildung von Milchséure ware 
demnach kein Absterbe-, sondern ein Lebensphinomen®)“. 


Der fiir die quergestreiften Muskeln schon lange nachgewiesene 
enge Zusammenhang zwischen Milchsdurebildung, Kontraktion und 
Starre’) ist fiir die glatte Muskulatur bisher noch nicht geprift worden. 
Selbst ihre Fahigkeit zur Milchsaurebildung ist nicht einheitlich be- 
urteilt worden. 


Wahrend zuerst Lehmann*) am Schweinemagen und der Rinderaorta 
das Auftreten saurer Reaktion und auch die Gegenwart von Milchsaure 
im Safte glatter Muskeln*®) nachwies, konnte Du Bois Reymond*®) im 
Muskelmagen von Huhn und Taube vom frischen Zustand an bis zur Faulnis 
niemals eine saure Reaktion finden; er hielt aber doch eine Milchsaure- 
bildung fiir méglich und erklirte ihren Nachweis durch Siegmund") im 


1) Vgl. E. Mangold, Die Naturwissenschaften 1922, Nr. 41. 

2) Derselbe, Ergebn. d. Physiol. 25. 

3) von Fiirth, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 8, 88, 1924. 

*) Meyerhof, Ergebn. d. Physiol. 22, 328, 1923. 

5) Riesser, Klin. Wochenschr. 8, 1060, 1924. 

*) Zitiert nach Neuberg und Kobel, 1. c. 

7) Naheres siehe von Fiirth, Ergebn. d. Physiol. 17, 453, 1919. 

8) Lehmann, Lehrb. d. physiol. Chem. 3, 72, 98, 1852; 8, 62, 1853. 

*) Derselbe, ebendaselbst 1, 107, 1853. 

10) Du Bois Reymond, De fibrae muscularis reactione. Berol. 1859; 
Monatsber. d. Berl. Akad. d. Wiss. 1859. 

1) Siegmund, Verh. d. phys. med. Ges. Wiirzburg 8, 50, 1852. 
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menschlichen puerperalen Uterus, im Sinne seiner eigenen Erfahrungen 
an der quergestreiften Muskulatur, durch die vorangegangenen Kontrak- 
tionen des Uterus. 

Dieser Nachweis der Milchséurebildung wurde spater auch von Hirsch") 
an operativ entfernten menschlichen Uteri und Fibromyomen erbracht, 
wobei sich zugleich mit dem Anstiege der Kontraktionskurve von Streifen- 
praparaten eine rasche Saéureentwicklung und ein entsprechender Verlust 
an reduzierenden Kohliehydraten fand. 

Zu schwankenden Ergebnissen gelangten dagegen Cohn und Meyer*), 
die im PreBsaft von Uteri gravider Frauen und nichttrachtiger Kiihe die 
Bildung von Milchsdéure, in letzteren auch die von Phosphorséure fest- 
stellten. Obwohl sie ausnahmslos eine Séiurezunahme, dabei Milchsaure 
bis zu 0,2 Proz., im PreBsafte erhielten (s. Tabelle, S. 48), sehen sie in ihren 
Befunden doch nur eine Andeutung beider Saéurebildungen und Werte, 
die innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung liegen, wobei sie dann 
schlieBlich von einem Ausbleiben der Milchséure- und Phosphorsdurebildung 
sprechen und den Gegensatz zu der reichlichen Séurebildung im quer- 
gestreiften Muskel betonen. Wahrend sie darin ein ganz anderes Verhalten 
des PreBsaftes aus glatten Muskeln im Vergleich zu dem aus quergestreiften 
und einen sehr charakteristischen Unterschied der quergestreiften und glatten 
Muskulatur beziiglich der Milchséiure- und Phosphorséurebildung erblicken, 
wird diese prinzipielle Unterscheidung wieder aufgehoben durch die an- 
schlieBende Feststellung von Cohn®*) iiber die der glatten und quergestreiften, 
einschlieBlich der Karpfenmuskulatur, gemeinsame Fiahigkeit, Hexose- 
phosphat zu Milchséure und Phosphorséure abzubauen. 

Auch in quantitativer Beziehung wiirde sich nach den von Cohn und 
Meyer mitgeteilten Werten ein Gegensatz zwischen der quergestreiften 
und glatten Muskulatur hinsichtlich der Milchséurebildung nicht aufrecht 
halten lassen, da die fiir die erstyre bekannten Prozentwerte meist sogar 
noch kleinere als die von ihnen bei der letzteren beobachteten sind, wie eine 
Zusammenstellung aus der Literatur, die an anderer Stelle gegeben wird ‘), 
zeigt. So fanden Hirsch-Kauffmann®) bei quergestreifter Froschmuskulatur 
0,03 bis 0,04 Proz., Meyerhof 0,049 bis 0,16 Proz.®). 

Auch abgesehen von den Fehlergrenzen der Methodik kann auf die 
absolute Héhe der bestimmten Milchséiurewerte jedenfalls kein so groBes 
Gewicht gelegt werden, da®B grundsiétzliche Gegensitze zwischen ver- 
schiedenen Muskelarten aufgestellt werden. Vor allem muB8 dabei bedacht 
werden, daB die gleichen Unterschiede schon innerhalb einer und derselben 
Muskelart, naimlich der quergestreiften, zwischen den sogenannten roten 
und weiBen Muskeln bestehen. So ist in weiBen Froschmuskeln das Doppelte 
an Milchséure gefunden worden, wie in roten’), womit vermutlich die 
schnellere Entwicklung der Totenstarre bei den weiBen zusammenhingt. 

Ganz allgemein darf gesagt werden, daB die chemischen Unterschiede 
zwischen der quergestreiften und glatten Muskulatur oft bedeutend iiberschatzt 


') E. F. Hirsch, Journ. of biol. Chem. 45, 297, 1921. 

*) Cohn und Meyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 46, 1914. 
3) M. Cohn, ebendaselbst 98, 84, 1914. 

*) E. Mangold, Ergebn. d. Physiol. 

°) Hirsch-Kaujjmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. 
®) Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921; 204, 309, 1924. 

*) von Fiirth, Ergebn. d. Physiol. 17, 388, 1919. 
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werden. An anderer Stelle ist dies eingehend ausgefiihrt worden'). Jeden.- 
falls sind sie meist nicht gréBer als diejenigen zwischen der roten und weifen 
Abart der quergestreiften Muskeln. Wie vorsichtig man sein muB, von 
einzelnen Befunden aus zu verallgemeinern, zeigen die Arbeiten von 
Embden*) und Adler, Lawaczek*) und Hotta*), nach denen sich bei den weiGen 
Muskeln des Kaninchens mehr Lactacidogen*), andererseits weniger Rest- 
phosphorsaure und wesentlich weniger Cholesterin *) findet als bei den roten; 
daB dies aber nicht verallgemeinert werden darf, geht daraus hervor, daf 
es sich bei Rindermuskeln*) zum Teil schon wieder anders und geradezy 
umgekehrt verhielt. 

Nach alledem ergibt sich aus den sparlichen, bisher iiber die glatten 
Muskeln in dieser Beziehung bekannten Tatsachen jedenfalls kein Grund 
gegen die Vermutung, daB auch bei ihnen die Milchsdure als Verkiirzungs. 
substanz eine Rolle spielen kénnte. Insofern erscheint die Anschauung von 
Riesser und Heianzan*), wonach bei den glatten Muskeln von einer Milch- 
séurebildung als Ursache der Verkiirzung nicht die Rede sein kénne, un- 
begriindet, ebenso wie die mit den erwihnten Angaben der Literatur nicht 
iibereinstimmende Angabe, daB, soviel wir heute wiiBten, die glatten 
Muskeln beim Absterben keine Milchsaéure bildeten*). DaB sie es doch tun, 
wird auch im folgenden gezeigt werden. Im Hinblick auf die Kontraktions- 
theorie ist es iibrigens nicht ohne Bedeutung, daB auch fiir die prinzipielle 
Gleichartigkeit von osmotischen und Quellungsvorgangen in beiden Muskel- 
arten durch Gellhorn*) neue Anhaltspunkte beigebracht werden konnten. 

Die eigene Arbeit, iiber deren erste Ergebnisse wir hier berichten, 
sollte nun eine systematische Untersuchung der postmortalen Milchsdure- 
bildung glatter Muskeln bringen. Als besonders hierfiir geeignetes 
Versuchsobjekt wurde der Muskelmagen von Tauben und Hiihnern 
mit seiner maasigen Muskulatut verwendet. Da die mechanischen 
Verainderungen der Totenstarre, Verkiirzung und Hartezunahme, fiir 
dasselbe Objekt eingehend von Potonié’) beschrieben worden sind, so 
bestand die Méglichkeit, deren zeitlichen Verlauf mit dem der Milch- 
séureentwicklung zu vergleichen und in Beziehung zu setzen. Hier 
seien nun die Ergebnisse am Taubenmagen mitgeteilt. 


Methodik. 


Der Muskelmagen wurde sofort nach der durch Dekapitieren 
erfolgten Tétung der Tauben dem Kérper entnommen und von dem 
aiuBeren Fette befreit. Sodann wurde er vom Stumpfe des Driisen- 
magens aus mit der Schere lings aufgeschnitten, wobei der obere und 


1) E. Mangold, Ergebn. d. Physiol. 25. 

*) Siehe Embden und Lawaczek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 199 
1923. 

3) Lawaczek, ebendaselbst 125, 210, 1923. 

‘) Hotta, ebendaselbst 125, 220, 1923. 

5) Riesser und Heianzan, Pfliigers Arch. 207, 313, 1925. 

*) Gellhorn, ebendaselbst 208, 380, 1925. 

7) H. Potonié, ebendaselbst 209, 395, 1925. 
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untere Zwischenmuskel mit durchtrennt wurde, wahrend der Schnitt 
zwischen den beiden Hauptmuskeln') hindurchgehend, diese voll- 
kommen verschonte und nur die Sehnenflaichen durchteilte. Nachdem 
die Steinchen und der Nahrungsinhalt des Muskelmagens dann entleert 
und abgekratzt waren, wurde noch die keratinoide Innenhaut vom 
Schnittrande aus gefaBt und abgezogen und auch die Sehnenspiegel 
zwischen den Hauptmuskeln bis zu deren Rande weggeschnitten. So 
entstanden zwei Praparate, deren jedes aus einem unverletzten Haupt- 
muskel und den beiderseits daranhangenden Hilften je eines oberen 
und unteren Zwischenmuskels bestand. Anfanglich wurde durch einen 
quer zu der schmalen Kante des Hauptmuskels gefiihrten Schnitt 
jede Magenhalfte nochmals geteilt, so daB im ganzen vier méglichst 
gleiche Teile aus jedem Taubenmagen fiir die Analyse verwendet werden 
konnten. Bei den weiteren Versuchen wurde jeder Hauptmuskel der 
Lange nach durchschnitten. Es lieBen sich dadurch leichter vier Stiicke 
von beinahe gleichem Gewicht herstellen. Zwischen den Milchsaure- 
werten der Muskelteile, die auf die eine und die andere Art geschnitten 
waren, ergab sich kein prinzipieller Unterschied. 

Die Milchsdurebestimmung erfolgte nach der von Clausen, Fiirth- 
Charnass, Hirsch-Kauffmann und Meyerhof ausgebildeten Methode 
sowie persOnlichen freundlichen Angaben von Prof. Meyerhof. 

Die VorsichtsmaLregeln begannen bereits bei der Herstellung der 
Priparate, die mit eisgekiihlten Instrumenten auf eisgekiihlter Glas- 
platte stattfand. 

Die vier Magenteile wurden sofort in Wiageglischen mit ver- 
schlossenem Deckel gebracht, in denen sie gewogen und zunachst auch 
weiter bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden, die meist 19 bis 
20° betrug und sich wahrend der Versuchszeit héchstens um 2°, oft 
nur um 0,5 bis 1°, anderte. Ein Teil wurde meist sofort verarbeitet, 
die anderen dann nach \%, 1, 2 Stunden oder in anderer Kombination 
zu verschiedenen Zeiten bis 20 Stunden nach der Tétung des Tieres. Dabei 
stellte es sich heraus, daB es gleichgiiltig ist, ob der Muskel in eisgekiihlter 
HCl nur fein zerschnitten oder auch noch mit einem Pistill zerrieben wird ; 
wesentliche Unterschiede lieBen sich im Rahmen dieser Arbeit dabei 
nicht feststellen, da selbst die Milchsiurewerte bei den Magen ver- 
schiedener Tauben immerhin betrachtliche Unterschiede aufwiesen. 


Ergebnisse. 


Die absoluten Werte fiir den Milchsduregehalt des Taubenmagens 
liegen, wie die Tabelle I zeigt, durchaus im Rahmen der auch fiir die 


1) Uber die Anatomie des Hiihner- und Taubenmagens siehe E. Mangold, 
Pfliigers Arch. 111, 163, 1906. 
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quergestreifte Muskulatur in der 
Literatur angegebenen Prozente, sic 
stimmen aber mehr mit denjenigen 
fiir Froschmuskeln iiberein, wahrend 
die Saugermuskeln nur beim kranken 
Menschen Ahnlich niedrige Werte 
aufweisen. Die Skelettmuskulatur 
der Végel, die zum Vergleich heran- 
gezogen werden kénnte, ist bisher 
auf ihre Milchséurebildung  an- 
scheinend noch nicht untersucht. 
Einzelne der Zahlenreihen zeigten 
im Ansteigen und Abfallen der Milch- 
séurewerte nicht vollkommen den 
sonst als typisch erscheinenden Ver. 
lauf; sie wurden jedoch fiir die Be- 
rechnung der Durchschnittswerte mit 
verwendet, da diese Schwankungen 
innerhalb der Fehlergrenze lagen. 

Alles in allem schwankten dic 
Werte fiir die frische Magenmus- 
kulatur zwischen 0,049 und 0,098 Proz. 
und ergaben im  Durchschnitt 
0,075 Proz. Milchsaure. 

Ausnahmslos zeigte sich nun eine 
postmortale Zunahme des Milchséure- 
gehaltes. 

Die Steigerung war stets 1 Stunde 
post mortem bereits sehr  aus- 
gesprochen; in denjenigen Fallen, 
in denen das zweite Magenstiick 
schon nach einer halben Stunde in 
die Salzsiure gebracht wurde, war 
sie auch schon zu dieser Zeit stark 
bemerkbar. 

Nach steilem Anstieg war das 
Maximum im Durchschnitt nach 
1 bis 3 Stunden post mortem erreicht. 
Der héchste beobachtete Milchsiure- 
gehalt betrug 0,140 Proz. 

Nach dem _ einmal erreichten 
Hohepunkt blieb der Milchsiure- 
gehalt, wenn man die Fehlergrenzen 





Milchsaéurebildung bei der Totenstarre glatter Muskeln. I. 7 
in Betracht zieht, meist einige Stunden lang etwa auf der gleichen 
Héhe, um dann allmahlich wieder abzusinken. 

SchlieBlich ergaben die 20 Stunden post mortem ausgefiihrten 
Analysen mit einem Durchschnitt von 0,072 Proz. und Schwankungen 
von 0,056 bis 0,091 Proz. keinen wesentlichen Unterschied mehr 
von dem Milchsaéuregehalt in der frischen Magenmuskulatur. 

Da, wie schon anfangs erwahnt wurde, der. Unterschied in den 
Milchséurewerten der verschiedenen Taubenmagen ziemlich gro8 ist, 
auBerdem mit den vier jedesmal nur zur Verfiigung stehenden Magen- 
teilen die Verarbeitung zu méglichst viel verschiedenen Zeiten vor- 
genommen wurde, so laBt sich aus den absoluten Zahlen nicht ohne 
weiteres eine Durchschnittskurve gewinnen. Es wurde daher noch 
folgende Umrechnung angestellt: 

Zuniachst wurde aus simtlichen fiir 1 Stunde post mortem ge- 
fundenen Milchsaéurewerten, da fiir deren Zeitpunkt die meisten Einzel- 
untersuchungen vorlagen, der Durchschnitt berechnet. Dieser wurde 
sodann in die Zahlenreihen aller derjenigen Versuche, die eine Be- 
stimmung fiir 1 Stunde post mortem enthielten, als Wert fiir diesen 
Zeitpunkt eingesetzt und von hier aus die Werte fiir die iibrigen Zeit- 
punkte den tatsichlich gefundenen Unterschieden gema8 verandert. 
Der sich hierbei fiir 2 Stunden post mortem ergebende Wert wurde 
dann in derselben Weise fiir die Zahlenreihen derjenigen Versuche 


verwendet, die den Wert fiir 1 Stunde post mortem nicht enthielten. 
So ergaben sich vergleich- 
bare Werte, und es ent- 
stand die reduzierte Durch- 
schnittskurve der Abb. 1. 
Von besonderem In- ? rm 
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Milchséurebildung mit der 

zeitlichen Entwicklung der postmortalen mechanischen Verdnderungen 
der Magenmuskulatur in Beziehung zu setzen. Dies wurde durch 
die von Potonié aufgestellten Kurven fiir den Verlauf der Totenstarre- 
verkiirzung und der sklerometrisch gemessenen Hdrtezunahme des Tauben- 
magens ermdglicht*). 

Ein Vergleich der Kurven fiir die Milchséurebildung mit denjenigen 
fiir die Verkiirzung und Hartezunahme mubBte zeigen, ob auch fiir die 
glatte Muskulatur die fiir die quergestreifte festgestellte Beziehung 
gilt, wonach der Schnelligkeit und GréBe der Milchséureanhiufung 
auch die Schnelligkeit des Eintritts der Totenstarre entspricht?). 


1) H. Potonié, Pfliigers Arch. 209, 395, 1925. 
*) von Fiirth, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 4, 351, 1923. 
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Tatsachlich ergab sich nun, daB dies auch bei unserem glatt-. 
muskeligen Versuchsobjekt in einer durchaus befriedigenden Weise 
zutrifft. Denn die Kurven fiir die mechanischen Veranderungen zeigen 
einen, demjenigen der Milchséurebildung hinsichtlich der Steilheit 
und der zeitlichen Verhiltnisse auBerordentlich ahnlichen Anstieg, 
der bei Beginn der Registrierung 4 Stunde post mortem nachweisbar 
war und nach 2 Stunden seinen relativen Héhepunkt erreicht hatte. 
Unverkennbar beginnt also die Milchsiurebildung mindestens gleich- 
zeitig, wenn nicht sogar etwas friiher als die Entwicklung der mecha- 
nischen Veranderungen. Das Maximum ist jedenfalls bei der Milchsaure- 
bildung friiher erreicht. 

Es 1aBt sich natiirlich hiernach nicht sicher entscheiden, ob ‘liesen 
zeitlichen Beziehungen ein urséchlicher Zusammenhang zugrunde liegt. 
Das zeitliche Verhaltnis spricht aber jedenfalls dafiir, daB, in Analogic 
zur quergestreiften, auch fiir die glatte Muskulatur die spontane post- 
mortale Anhéufung der Milchsaéure im Sinne einer Verkiirzungssubstanz 
die hauptsachlich zunachst greifbare Bedingung fiir die Auslésung der 
mechanischen Verainderungen, Verkiirzung und Verhartung, bei der 
Totenstarre darstellt. 

DaB zur Entwicklung dieser postmortalen Kontraktur offenbar 
das Zusammentreffen mehrerer Bedingungen erforderlich ist, die zum 
Teil die, Starrebereitschaft') hervorbringen, zum Teil dann den Anstieg 
der Kontraktion auslésen, hat der eine von uns an anderer Stelle ein- 
gehend begriindet?). 

Zusammenfassung. 


Nach Untersuchungen am Muskelmagen von Tauben tritt in 
diesem glattmuskeligen Organ nach der Isolierung ausnahmslos eine 
Zunahme der Milchséurebildung auf, die nach 1 bis 3 Stunden ihren 
Héhepunkt erreicht. Nach dem zeitlichen Verlauf der Milchsaure- 
bildung ist anzunehmen, daB diese auch bei der glatten Muskulatur 
mit den mechanischen Veranderungen bei der Totenstarre (Verkiirzung 
und Hiartezunahme) in urséchlichem Zusammenhang steht. 


1) E. Mangold, Deutsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 16. 
2) Derselbe, Ergebn. d. Physiol. 25. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Kohlehydrat- 
stoffwechsel des zentralen Nervensystems. III. 


Kohlehydrate und Glykogengehalt des zentralen Nervensystems 
bei normalen, narkotisierten und lingere Zeit hindurch 
mit Bromnatrium behandelten Tieren. 


Von 
S. Uchida. 
fAus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 


( Eingegangen am 29. September 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In zwei vorausgehenden Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts hat sich Takahashi mit dem Kohlehydratstoffwechsel des 
zentralen Nervensystems befaBt. Es gelang ihm, einen zwar kleinen, 
aber konstanten Gehalt von Glykogen im Gehirn nachzuweisen. Es 
bestanden gewisse Zweifel, und zwar aus methodischen Giiinden, ob 
das gefundene Produkt wirklich Glykogen sei. Es ist diese Frage in 
der Takahashischen Arbeit behandelt worden. Tatsichlich war es 
notwendig, besondere methodische Vorkehrungen zu treffen. Mit 
Hilfe von diesen gelang es Takahashi, zu sichern, daB das von ihm 
dargelegte Produkt Glykogen sei. Auch Prof. Karrer hat ein von 
Takahashi dargestelltes Praparat untersucht und diejenigen Eigen- 
schaften gefunden, welche dafiir sprechen, daB das Praparat Glykogen 
sei. Sodann konnte Takahashi zeigen, daB der Glykogengehalt des 
Gehirns zih allen Eingriffen widerstand, welche an anderen Orten 
wesentlich das Glykogen vermindern. Es gab nur einen Eingriff, durch 
welchen eine starke Herabsetzung des Glykogengehalts des Gehirns 
erzeugt werden konnte, und das war ein solcher, welcher zu Krampf- 
zustinden zentralen Ursprungs fiihrte. 

Wegen dieses wichtigen Ergebnisses von Takahashi, welches zum 
erstenmal einen autonomen Kohlehydratstoffwechsel des zentralen 
Nervensystems wahrscheinlich machte und wortiber seitdem auch die 
interessante Arbeit von Winterstein und Hirschberg') berichtet, habe 
ich auf Anregung von Prof. Asher untersucht, wie es sich mit dem 
Kohlehydrat des Gehirns bei verschiedenen Arten der Narkose ver- 
hielte. Zu diesem Zwecke habe ich Ather, Chloroform, Urethan, 


1) H. Winterstein und E. Hirschberg, diese Zeitschr. 158, 351, 1925, 
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Morphium und Bromnatrium benutzt. Die Auswahl geschah nach 
dem Gesichtspunkt der narkotisierenden Substanzen mit recht ver- 
schiedener Wirkungsweise. 

Die von mir benutzten Tiere waren Ratten, erstens weil diese 
sich sehr gut zu Narkoseversuchen eignen, zweitens weil an diesen 
Tieren die chemischen Methoden der Bestimmung der Kohlehydrate 
des Gehirns ausgearbeitet worden waren. 

Zur Darstellung des Glykogens habe ich mich der von Takahashi 
modifizierten Methode von Rona und Eweyk bedient. Ich beschreibe 
dieselbe kurz. 

Das Gehirngewebe wurde mit kaltem Wasser abgespiilt und in 
etwa bohnengroBe Stiicke zerschnitten. Diese Zerkleinerung wurde 
erst vorgenommen, nachdem die Stiicke durch eine Eiskochsalzkilte. 
mischung fest durchgefroren waren. Unter Zusatz von Quarzsand 
wurde die Masse im Morser fein zerrieben. Sodann wurde der Gewebe- 
quarzsandbrei mit 3proz. Natriumfluoridlésung (etwa 6 ccm pro 10, 
Gewebe) eine Zeitlang verrieben, dann 3 proz. Trichloressigsiure (10 ccm 
pro 10 g Gewebe) zugesetzt und gut verriihrt. Nach Zusatz von reichlich 
destilliertem Wasser wurae abgenutscht. Der Riickstand wurde in 
den Kolben zuriickgebracht und nach Zusatz von Aqua destillata 
wiederholt stark geschiittelt. Nach kurzer Zeit Stehenlassen wird dic 
iiberstehende Fliissigkeit abfiltriert. Die zuletzt beschriebenen Mani- 
pulationen werden achtmal wiederholt. Das gesamte Filtrat wird 
schlieBlich in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade eingedampft. 
Nach dem Abkiihlen wird das eingeengte Filtrat durch Kalilauge auf 
etwa 5Proz. Alkaleszenz gebracht, sodann mit dem zweimaligen 
Volumen 95proz. Alkohols versetzt und iiber Nacht stehengelassen. 
Wihrend dieser Zeit setzt sich ein weiBer, reiner Niederschlag zu Boden. 
Der Niederschlag wird nach der Pfliigerschen Methode dreimal mit 
60proz., zweimal mit 95proz., einmal mit absolutem Alkohol, sodann 
zweimal mit Ather und schlieBlich noch einmal mit absolutem Alkohol 
gewaschen. Zur quantitativen Bestimmung wurde nach der Pfliigerschen 
Methode invertiert. 

Die freien Kohlehydrate habe ich mit der nachfolgenden Methode 
bestimmt. 

Ein 60proz. Alkoholextrakt wird in einem Porzellanschalchen 
eingedampft. Danach wird etwa '/,; Volumen destillierten Wassers 
zugesetzt und bis zur Vertreibung des gesamten Alkohols auf dem 
Wasserbade eingedampft. Hierdurch kommt es zu einer Eiweil- 
koagulation. Die Masse wird durch ein kleines Faltenfilter filtriert. 
Nach wiederholtem Auswaschen mit kochend heiBem destillierten 
Wasser werden zum Filtrat einige Tropfen 5proz. Essigsiure, etwa 
ein halber EBléffel Talkum und 3cem Ather pro 50 ccm Extrakt zu- 
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yesetzt. Der Extrakt wird noch einmal auf dem Wasserbade eingedampft, 
um die Fette und die Reste des EiweiBes niederzuschlagen. Die Er- 
warmung geschieht elektrisch, unter Vermeidung einer offenen Flamme. 
Die Lésung wird durch ein kleines Filter filtriert und mit destilliertem 
Wasser wiederholt gewaschen. Das ganz klare Filtrat erweist sich, 
mit Sulfosalicylsiure geprift, als vollstandig eiweiBfrei. 

Was die Methode der Narkose mit fliissigen Narkoticis anbelangt, 
so habe ich mich einer Kammer bedient, in welcher sich die Tiere be- 
fanden. Durch diese Kammer wurde Luft durchgesaugt, welche zwei 
Flaschen vorher passiert hatte. Die eine Flasche enthielt das Narko- 
ticum, die andere Flasche enthielt Wasser. Beide Flaschen waren mit 
Vorrichtungen versehen, welche gestatteten, die Menge von Luft, 
welche durchtrat, genau einzuregulieren. 

Morphium und Urethan wurden subkutan injiziert. Bromnatrium 
wurde in passender Dosierung der Nahrung zugesetzt. 

Den allgemeinen Verlauf der Narkose habe ich in meinen Proto- 
kollen angegeben. 

Meine Protokolle bringe ich gemeinschaftlich am Ende der Arbeit und 
kann daher an dieser Stelle die Ergebnisse meiner Versuche mitteilen. 
Ich habe dieselben zur Ubersicht auch graphisch dargestellt. 

Die graphische Dar- 
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Gehirn nach einschlafernden Morphiuminjektionen 62,5 Proz. Glykoge.). 
Am allergeringsten ist die Abnahme des Glykogens nach reichlicher 
Zufuhr von Bromnatrium. Es verbleiben dem Gehirn immer noch 
77,5 Proz. seines Glykogengehalts. Diese Tatsache ist um so bemerkens. 
werter, als die Tiere durch andauernde Zufuhr von Bromnatrium in 
einen sehr schlechten Zustand gerieten. Genau das gleiche Ergebnis 
finden wir, wenn wir die Abnahme der iibrigen Kohlehydrate betrachten, 
nur mit dem Unterschied, daB die Abnahme bei allen Arten der Narkose 
sehr viel geringer war, aber die Abstufung die gleiche ist. 

Als bemerkenswertestes Ergebnis meiner Versuche betrachte ich 
die geringe Abnahme des Glykogens nach reichlicher Bromnatriun- 
zufuhr, denn sie zeigt, daB eine Substanz wie Bromnatrium, welche, 
wie es die Pharmakologen ausdriicken, eine eminente Beruhigung auf 
das Zentralnervensystem hat, auch den Glykogengehalt am wenigsten 
in Mitleidenschaft zieht. DaB er iiberhaupt sinkt, mu8 wohl dem 
auBerordentlich schlechten Zustande zugeschrieben werden, in welchen 
die Tiere durch Bromnatriumzufuhr geraten. Was nun die anderen 
Substanzen anbelangt, so scheint mir, daB man die merkliche Herab- 
setzung des Glykogengehalts des Gehirns nach Ather, Chloroform und 
wohl auch nach Urethaninjektion auf den anfianglichen Exzitations- 
zustand zuriickzuftihren hat. In der nachfolgenden tiefen Narkose ist 
natiirlich keine Gelegenheit mehr gegeben, um den Glykogenbestand 
wieder zu ersetzen. Auch fiir das Morphium bin ich geneigt, von den 
Tieren der Art der Ratten eine anfingliche Exzitation anzunehmen. 
So aufgefaBt, stehen meine Ergebnisse im Einklang mit den Schliissen, 
zu welchen auf einem ganz anderen Wege Takahashi gelangt ist. 

ZusammengefaBt sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit cic 
folgenden : 

1. Narkose mit Ather, Chloroform und Urethan fiihrt zu einer 
merklichen Herabsetzung des Glykogengehalts des Gehirns. 

2. Bei andauernder Bromnatriumzufuhr kommt es nur zu einer 
geringfiigigen Verminderung des Glykogenbestandes des Gehirns, die 
sich durch den schlechten Zustand der Tiere erklart. 

Morphium nimmt eine Mittelstellung ein. 

3. Diese Befunde stehen im Einklang mit der Auffassung von 
Takahashi, daB Erregungszustinde des Gehirns es vornehmlich sind, 
welche den Glykogenbestand desselben vermindern. 


Literatur. 


1) E. Pjliiger, Pfliigers Arch. 114, 1906. —- 2) K.Grube, Biochem. 
Arbeitsmethode 2, 1, 1909. — 3) Hoppe-Seyler, Handbuch der physiologisch- 
und pathologisch-chemischen Analyse. Berlin 1924. — 4) Rona und Eweyk, 
diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 5) Meyerhof, Pfliigers Arch. 185. — 6) K. Taka- 
hashi, diese Zeitschr. 154, 1924. 7) Derselbe, ebendaselbst 159, 484, 1925. 
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Tabelle I. Normal. 


(ae Korper Kohle» | Gewicht | 
Datum | Geschlecht | f Tiers Arten der Koblehydrate — — 
des Tieres 
1925 8 mg 8 


Glykogen 0,35 
Ubrige Kohlehydrate . 0,45 1,7 
Summe d. Kohlehydrate 0,80 
Glykogen . . , 0,39 
(brige Kohlehydrate . 0,43 18 
Summe d. Kohlehydrate 0,82 
Glykogen . . : 0,48 
Ubrige Kohlehydrate . 0,49 18 
Summe d. Kohlehydrate 0,97 
Glykogen 0,45 
Ubrige Kohlehydrate . 0,46 1,7 
Summe d. Kohlehydrate 0,91 
Glykogen . 0,32 
Chrige Kohlehydrate ’ 0,54 
Summe d. Kohlehydrate 0,86 
Glykogen 0,46 
Ubrige Kohlehydrate . 0,48 
Summe d. Kohlehydrate 0,94 
Glykoge 0,41 
Girige 1 Kohiehy drate . 0,53 
. Summe d. Kohlehydrate 0,94 
Glykogen | 048 
tirige Kohlehydrate . 0,45 
Summe d. Kohlehydrate 0,93 
Glykogen 0,44 
(brige Kohlehydrate . 0,39 
Summe d. Kohlehydrate 0,83 
Glykogen 0,51 
tibrige Kohlehydrate . 0,32 
Summe d. Kohlehydrate 0,83 
Glyk : 0,43 
Ubrige K Kohlehydrate . 0,38 
Summe d. Kohlehydrate 0,81 
tlykogen 0,34 
Ubrige Kohlehydrate  . 0,41 
Summe d. Kohlehydrate 0,75 
tykoge 0,32 
Ubrige xe Kohilehy drate . 0,35 
Summe d. Kohlehydrate 0,67 
Glykogen 0.31 
Ubrige Kohlehydrate . 0,48 
Summe d. Kohlehydrate 0,79 
Glykogen 0,33 
8.VI 5b Ubrige Kohlehydrate  . 0,41 
Summe d. Kohlehydrate 0,74 
tlykogen 0,40 
Durchschnitt tbrige Kohlehydrate . 0,43 
Summe d. Kohlehydrate 0,83 





Mit Brot und Milch gefiittert 
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Tabelle II. Athernarkose. 


—_— 





| Nr. und |K6rpers Ather- Kohle- 
D C Ger gewicht men + hydrate Gewicht 
atum || schlecht des Zeit oo Arten der Kohlehydrate gehalt pro Gehit 
des Tieres bis Tiet- g Gehirn ims : 
1925 || Tieres 8 narkose mg g 1925 


Datun 


Glykogen lk n+ 
13. V. — Ubrige Kohlehydrate . 0,35 : 23. V 
Summed. Kohlehydrate 0,50 
Sei ge 0,14 
poe Ubrige Kohlehydrate . 0,26 
Summed.Kohlehydrate 0,40 
Glykogen 0,26 

Ubrige Kohlehydrate . 
Summed. Kohlehydrate 0,46 

Glykogen 

90 Ubrige Kohlehydrate . 

write ik Kohlehydrate 
—_ lykoge 0,30 
- Cbrige 1 Kohlehydrate . 0,23 
Summed.Kohlehydrate 0,53 
Glykogen . . . 9,33 
Ubrige Kohlehydrate ; 0,37 
Summed.Kohlehydrate 0,70 
Glykogen 0,21 
Ubrige Kohlehydrate . 0,33 
Summed. Kohlehydrate 0,54 
0,17 
Ubrige Kohlehydrate . 0,28 
Summed. Kohlehydrate 0,45 
Glykogen 0,25 
Ubrige Kohlehydrate . 0,32 
Summed. Kohlehydrate 0,57 
Glykogen 0,21 
Ubrige Kolilehydrate . 0,35 
Summed. Kohlehydrate 0,56 
Seem | Glykogen 0,23 
Durchsehnitt 205 91. | Ubrige Kohlehydrate .) 0,31 
Summed. Kohlehydrate 0,54 


Mit Brot und Milch gefiittert 
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Wenn man diesen Durenschnitt mit dem bei normalen Tieren ver- sleick 


gleicht, ergibt sich folgende Tabelle: 





’ Abnahme 
Arten der Koblebydrate 





KOg 
Ubrige Kohlehydrate 
Summe der Kohlehydrate 





xetuttert 
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abelle I1I. Chloroformnarkose. 


Hil. 


15 





a] 


Datum 


menge und 
Zeitdauer 
bis Tief- 
narkose 


FoF 

& 
. 5 oy 
Chloroform 


1925 


61 


Durehschnitt 191 


Arten der Kohlehydrate 


Glykogen 
Ubrige Kohlehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen 
Ubrige Kohlehydrate . 
ome Aen i 


Summe d. Kohlchydrate 
Glykogen 

Ubrige Kohlehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen 

Ubrige Kohlehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 


Glykogen 
Ubrige Kohlehydrate . 


» Summe d, Kohlehydrate 


Ubrige Kohlehydrate 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen 

Ubrige Kohlehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen . . . . 
Ubrige Kohlehydrate ° 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen 

Ubrige Koblehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 
Glykogen 

tibrige Kohlehydrate . 
Summe d. Kohlehydrate 


Kohle- 
hydrat- 


Gewicht 


eGehen Gehirns 


0,33 
0,50 
0,23 
0,28 
051 
O15 
0,36 
051 
0,20 
0,25 
0,45 
0,19 
0.28 
0.47 
0,16 
0,33 
0.49 
0,22 
0,32 
0.54 
0,14 
0,39 
0,53 
0,17 
0,35 
0,52 
0,24 
0,37 
0,61 
0,19 
0,33 
0,52 


~ 


16 


1,6 


Mit Brot und Milch gefuttert 





Wenn man diesen Durchschnitt mit dem bei normalen Tieren ver- 
gleicht, ergibt sich folgende Tabelle: 





Arten der Kohlebydrate 


ykoge 
Ubrige Kohlehydrate 
Summe der Kohlehydrate 





S. Uchida: 


. Morphiuminjektion. 





tums 
tion, 
u. Zeits | 


Arten der Kohlehydrate gehalt 
g Gehirn 


Morphi 

park i 
Menge 
dauer v. injek, | | 
tion b. Tétung | 


mg 
Glykogen 0,31 
Ubrige Kohlehydrate . 0,38 
Summed.Kohlehydrate 0,69 
Glykoge 0,33 
Cbrige 1 Kohlehydrate -|| 021 
Summed. Kohlehydrate 0,54 
Glykogen 0,33 

0,25 
Summed. Kohlehydrate 0,58 
Glykoge: 0,32 
Obrige 1 Kohlehydrate ‘ | 0,33 
Summed. Kohlehydrate | 0,55, 
( tlykogen | 0,21 
Ubrige Kohlehydrate . 0,31 
Summed. Kohlehydrate 0,52 
| Glykogen 0,19 
00r™ Ubrige Kohlehydrate . 0,28 
Summed, Kohlehydrate 0,47 
Glykoge 0,21 


[—) 
25 

g 

5 


OP com (brige 1 Kohlehydrate . 031 


60’ 


Mit Brot und Milch gefittert 


pace Kohlehydrate 0,52 
ykog 0,18 
Obrise Kohlehydrate . 0,24 
Summed. Kohlehydrate 0,42 
| Glykogen 0,21 
Ubrige Kohlehydrate . 0,35 
Summed. Kohlehydrate 0,56 
i Glykogen * : 0,19 
9. VI. Ubrige Kohlehydrate . 0.36 
Summed. Kohlehydrate | 0,55 
Glykogen 0,25 
Durchschnitt 190 60’ Ubrige Kohlehydrate . 0,30 1,6 
Summed. Kohlehydrate 0,55 





Wenn man diesen Durchschnitt mit dem bei normalen Tieren ver- 
gleicht, mi sich pda Tabelle : gleic! 





Arten der Kohlehydrate 


Glykogen 
Ubrige Kohlehydrate 
Summe der Kohlehydrate 
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Tabelle V. Urethaninjektion. 





—_ Gewicht 


Arten der Kohlehydrate Gch Gehirns 


KGrpers . 
Nr. und gewicht 
schlecht des 
des 


Injek- 


tion b. Tétung 


u. Zeit- 


Tieres 


injektion, 
ge 
uer Vv. 


U 


Tieres 


Men 
da 


mg 8 
Glykogen 0,15 
—— ™! Ubrige Kohlehydrate'. 0,32 
Summed. Kohlehydrate 0,47 
.. Glykogen . . . || 0,87 
01ce™ Cbrige Kohlehydrate . 0,29 
Summed. Kohlehydrate 0,46 
em) Glykogen . . - 0,25 
= ” Ubrige Kohlehydrate . 030 
neaand. Kohlehydrate 0,55 
Se yKOg 0,27 
ne c brige Kohlehydrate . 0,26 
| Summed. Kohlehydrate 0,53 
Glykogen 0,23 
Ubrige Kohlehydrate . 0,34 
Summe d. gr a 0,57 
‘eon Glykogen ie 0,16 
“60”. Ubrige Kohlehydrate , 0,41 
Summed. Kohlehydrate 0,57 
a Glykogen . O14 
0,leem Ubrige Kohlehydrate -, 0,23 
Summed. Kohlehydrate 0,37 
om | Glykogen . . - 0,18 
esr Ubrige Kohlehydrate . 034 
Summed. Kohlehydrate 0,52 
’ Glykogen 0,16 
~—— - Ubrige Kohlehydrate , 0,32 
Summed. Kohlehydrate 0,48 
em) Glykogen. . . - 0,18 
wo Ubrige Kohlehydrate - 0,29 
Summed. Kohlehydrate 0,47 
Glykogen aye shee 0,19 
Ubrige Kohlehy: drate -| 0,27 
Summed. Kohlehydrate 0,46 


0,15cecm 
60’ 


Mit Brot und Mitch gefittert 


Mit Brot und Milch gefiittert 





Durchschnitt 184 





0,12cem 
60’ 


Wenn man diesen Durchschnitt mit dem bei normalen Tieren ver- 
gleicht, ergibt sich folgende Tabelle: 





Arten der Kohlehydrate 


Glykogen . . ‘ 

Ubrige Kohlehydrate ees ens 

Summe der Kohlehydrate . . . 
Biochemische Zeitschrift Band 167. 





S. Uchida: 


Tabelle VI. 





“one Kérper: Dose des 
schlecht gewicht — Bemerkungen 
des 


Tieres g g 


39 9 . Vv. 0,2 
158 0,2 Untitig, friBt aber gut 
120 0,2 Schlafrig (Geburt) 
0,3 Das Tier ist ganz scblaff, schreitet nicht mehr 
0,3 Tiefer Schlaf, frift nicht mebr 


0,2 

0,2 Nicht munter, fri8t aber gut 
0,3 Schlaf, aber zuweilen Erwachen 
03 Tiefer Schlaf, frif8t nicht mehr 


0,2 

0,2 Untatig, friBt aber gut 

0,2 Schlafrig 

0,2 Schlat 

0,2 Das Tier bleibt im tiefen Schlaf 
0,2 Fri8t nicht mehr 


a 


‘ 


“aa 
1S: 


3 
= 


0,2 

0,2 Untiitig, friBt aber gut 

0,2 Schreitet nicht mehr 

0,2 

0,2 Schlafrig 

0,2 Das sree bleibt schlaff und unempfindlich gegen 
eiz 


bo 
—_ 


_ ‘ 


.V 
22. V 
23. V 
24. V 
25. V 

V 


0,2 
0,2 Untatig 
0,2 Nicht munter, schlafrig 


0,2 Schlaf, schreitet nicht mehr 


0.2 Unempfindlich gegen Reiz 
0,2 Im tiefen Schlaf 


RERRES 
a 


0,2 

0,2 

0,2 Untatig 

0,2 Schiaf. Wenn das Tier gereizt wird, so schreckt 
0,2 es auf 

0,2 

0,2 FriBt nicht mehr 


0,1 


> 
0,1 
0,1 Munter, frift gut 


? 
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Tabelle V1 (Fortsetzung). 





ar ag es ~~ des 
ies ape roms 
— grwieht natriums 
Tieres & 8 


62 o 3. VI. 185 0,1 Untatig 
180 0,1 
0,1 Appetitmangel 
Schlafrig 
0,1 


0,2 Im tiefen Schlaf 


’ 


0.2 Frift nicht mehr 


? 


0,1 
0,1 


0,1 Frift gut 


0,1 

0,1 Untitig, fri6t aber gut 

0.2 Schlatrig 

0,2 Im tiefen Schlaf,\schreckt aber gegen Reiz auf 

0,2 

03 Schreitet nicht mehr 
Im tiefen Schlaf 


0.3 Frift nicht mehr 


’ 


0,1 


0,1 
Munter, frift gut 
0,1 
0,2 Untitig 
Schlafrig 
0,2 Schlafrig 
03 


0,3 Das Tier bleibt im tiefen Schlaf 
Frift nicht mehr 


PrP P.,: 


2 & 


m 92 be 


Untitig 
Im tiefen Schlaf (Geburt) 


Unwohl 


=P 


Schlaft immer 
Fri8t gar nicht 
Unempfindlich gegen Reiz 


So @ 
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Tabelle VII. Bromnatrium. 





. Koble- 
a. hydrat- Gewich: 
| 


Arten der Koblehydrate gehalt des 
Tage Gehims 
getittert 


unmittelbar vor 
der Tétung in g 


—_ 
an 
va) 


125 1,2 Ubri y Kohlehydrate : 
; 5 Tage 8 y y 


(— 34) Summe d. Kohlehydrate 
161 Glykogen : 
1.0 ir 
110 4 Tage Ubrige Kohlehydrate . 
(— 50) Summe d. Kohlehydrate 
120 12 Glykogen 
91 6 Tage Ubrige Kohlehydrate . 
(— 29) Summe d. Kohlehydrate 
108 12  Glykogen die | 
8 | 6 Tage Ubrige Kohlehydrate . i: ; veru 
(— 23) | Summed. Kohlehydrate forse 
110 ‘ Glykogen : 
80 ote Ubrige Kohlehydrate . ' bleit 
(— 30) Summed. Kohlehydrate ensy 
118 14 Glykogen Mod 
105 Tage Ubrige Kohlehydrate . 5 : kom 
(—- 13) ~ . Summed, Kohlehydrate wirk 
195 Glykogen : 
163 1 - Ubrige Kohlehydrate . = 
(— 32) | Summe d. Kohlehydrate _" 
210 | 49  Glykogen Wes 
9. ve 63 173 | yy Tage Ubrige Kohlehydrate . ‘ vera 
(— 37) Summe d. Kohlehydrate des 
175 22 Glykogen 2 stoff 
10. VI. 64 o 150 19 Tage Ubrige Kohlehydrate . 0,36 5 
(— 25) Summed. Kohlehydrate | 0,59 Stell 
183 19 (ilykogen 0,29 aye: 
10. VI. 65 9 %) 138 9 Tage Ubrige Kohlehydrate .| 0,41 6 gepu 
(— 45) Summed. Kohlehydrate | 0,70 nur 
154 L5 Glykogen 0,31 der 1 
Durchschnitt 122 | Ta Ubrige Kohlehydrate . 0,39 J Selb 
(— 32) | | Summed. Kohlehydrate 0,70 spur 


1) Mit Brot und Milch, Na Br, gefiittert. — *) Dasselbe, 21. V. Geburt gemacht. — %) Das: . 
selbe, 5. VI. Geburt gemacht. sich 


Wenn man diesen Durchschnitt mit den normalen Tieren vergleicht, Aux 


der | 
zur 





Arten der Kohiehydrate 

Glykogen die | 
Ubrige Kohlehydrate 
Summe der Kohlehydrate 





Ultrafiltrationsversuche mit Ureaselésungen. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1925.) 


Wahrend vorliufig noch alle Untersuchungen, welche anstreben, 
die Konstitution der Enzyme restlos aufzuklaren, zur Ergebnislosigkeit 
verurteilt sind, treten immer mehr als erste Ziele der Enzymkonstitutions- 
forschung zwei Gesichtspunkte in den Vordergrund: Das Hauptziel 
bleibt, die Gruppierungen herauszuschilen, welche im Enzymkomplex 
enzymatische Wirkungen entfalten. Diese Untersuchungen sind durch 
Modellstudien zu erginzen. Daneben geht die Analyse des Enzym- 
komplexes, welche aufklirt, was im Enzymkomplex fiir die Enzym- 
wirkung vollkommen gleichgiiltig ung was dagegen die Enzymwirkung 
positiv oder negativ beeinfluBt. Wie man diese Begleitkérper der 
Enzyme im engeren Sinne zunachst benennt, ist weniger wichtig. 
Wesentlicher ist, festzustellen, ob sie an die eigentlichen Enzymgruppen 
verankert sind, ob sie auf itibersehbare Weise, z. B. durch Anderung 
des kolloiden Milieus, durch Beeinflussung der Reaktion, als Schutz- 
stoffe usw. wirken oder ob ihre Hilfswirkung noch ungeklart ist. 

Bei der Urease nehmen als Auxokérper eine durchaus tiberragende 
Stellung das Cyankalium und die Aminoséuren ein, beide auch in gut 
gepuffertem Milieu. Calcium- und Strontiumsalze wirken tiberhaupt 
nur im Milieu, das mit Phosphaten gepuffert ist. Der Mechanismus 
der Wirkung des Cyankaliums und der Aminosauren ist noch ungeklart. 
Selbstverstandlich ist daran zu denken, daB diese Substanzen Metall- 
spuren unwirksam machen, jedoch ist es nicht. wahrscheinlich, daB 
sich ihre Wirkung in dieser Richtung erschépft. Wichtig ist, daB diese 
Auxokérper vom Enzymkomplex gebunden werden. 

Von Anfang an haben wir die Vermutung geiuBert, daB auch in 
der Natur mit dem Vorhandensein von Auxokérpern neben der Urease 
zu rechnen wire?), 

Um die Bestandteile eines Ureasepraparats zu fraktionieren, scheint 
die Methode der Ultrafiltration wegen des besonders schonenden Vor- 


') Jacoby und Sugga, diese Zeitschr. 69, 1915. 
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gehens zweckmaBbig. Durch die Ultrafiltration ist man bekanntlich 
imstande, ohne jeden chemischen Eingriff und ohne Zusatze in der 
Natur vorkommende Stoffe voneinander zu trennen. Dieses einfache 
und exakte Verfahren haben wir dazu verwandt, um in Ureasepriparaten 
die Kolloide von den Kristalloiden zu trennen und dabei das Verhalten 
des eigentlichen Enzyms und der Auxokérper zu studieren. 

Zur Anwendung kamen Membranfilter und Ultrafeinfilter, die auf 
den freundlichen Rat von Herrn Prof. Zsigmondy von Herrn Dr. Tietjens 
in Géttingen bezogen wurden, die Filtration erfolgte durch Porzellan. 
saugapparate. 

Als Enzym wurde Jackbohnen-Urease (Arlco-Urease) verwandt. 

Die Filtration war nicht nur durch die Anderung der Ferment. 
wirkung der Lésungen erkennbar, vielmehr zeigte sich auch noch ein 
sichtbares Phinomen. Wenn man die Urease in Phosphatgemischen 
nach Sérensen (py 7,2, m/15) léste und durch die Filter sandte, so 
erhielt man aus der klaren Lésung ein triibes Filtrat. Es handelt sich 
um eine anscheinend eiweiBartige, durch gewéhnliche Filtration ab- 
filtrierbare Ausflockung. Durch die Ultrafiltration wird anscheinend 
ein Schutzkolloid entfernt, wodurch das EiweiB mehr oder weniger 
direkt der Ausflockung durch die Phosphate verfiallt. 

Um die Triibung der Lésung bei der Ultrafiltration zu vermeiden, 
wurden die Filtrationen in wisseriger Lésung vorgenommen und die 
Phosphatpufferung erst nach der Filtration vor dem Enzymversuch aus- 
gefiihrt. 

Es geniigt, aus der sehr groBen Zahl von Versuchen einige typische 
Beispiele wiederzugeben. Es wurden stets frische wiisserige Lésungen der 
Urease angewandt. Es wurde 0,1 g in 100 ccm Wasser gelést, die Lésung 
vor der Membranfiltration noch durch Papier filtriert. Die durch Papier- 
filtration erhaltene Fliissigkeit wird in den Protokollen als unfiltriert 
bezeichnet. Das Cyankalium wurde stets in Il proz. Lésung, gelést in 
Phosphatgemisch -- je 2ccm —, verwandt, die Kontrollen ohne Cyan- 
kalium wurden mit entsprechender Menge Phosphatgemisch angesetzt. 
Auch die bei jeder Probe zugesetzten 20ccm Harnstoff (2 proz.) sind 
entsprechend in Phosphat gelést. Zu jeder Probe 0,3cem Toluol. Die 
Proben bleiben immer 20 Stunden im Brutschrank. 


Versuch 1. Membranfilter ,,mittel‘‘. 





Mit Cyankalium Ohne Cyankalium 


Unfiltriert . .. 112.1 61,3 
Filtriert .. . . 56.0 10,5 

Versuch 2. Membranfilter ,,feinst“‘. 
Unfiltriert ... 1141 69,7 
Filtriert .... 21,7 54 

Versuch 3. Ultrafeinfilter. 

Unfiltriert ... 110,4 28,2 
Filtriert ... . 16,1 20 
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Immer tritt also durch die Ultrafiltration eine Verminderung der 
Wirkung ein, immer ist noch eine Verstaérkung durch Cyankalium 
méglich, ohne Ausnahme ist aber auch nach der Ultrafiltration die 
durch Cyankalium aktivierte Urease weniger wirksam als vor der 
Ultrafiltration. 

Es ist nicht verwunderlich, daB die Filter mit den feinsten Poren 
auch am meisten zuriickhalten. Daher werden die Lésungen, welche 
die Ultrafeinfilter passiert haben, am wenigsten wirksam. Man muB 
annehmen, daB in der Lésung Teilchen von verschiedener GréBe vor- 
handen sind. Das bewirkt dann wohl auch, daB auch die durch Ultra- 
feinfilter gesandten Lésungen immer noch eine geringe Wirksamkeit 
besitzen. Offenbar sind hier besonders kleine Teilchen wirksam. 

Diese Befunde passen zu der Vorstellung, daB die enzymatisch 
wirksamen Gruppen an Kolloide gekniipft sind, denen nur eine sekundare 
Bedeutung zukommt. Die TeilchengréBe wird eben ohne Zweifel eine 
Funktion dieser Kolloide sein. 

Noch ein Phainomen ist hervorzuheben, welches mit den oben 
erwihnten Boebachtungen bei der Ultrafiltration phosphathaltiger 
Enzymlésungen zusammenhingt. Wir hatten bemerkt, daB solche 
Lésungen sich bei der Ultrafiltration — offenbar durch Entfernung 
eines Schutzkolloids — triiben. Mit diesem Befund stimmen nun auch 
folgende Beobachtungen iiberein: Wenn man beim Ansetzen der 
Versuche die klaren, durch Ultrafiltration der wisserigen Lésungen 
gewonnenen Filtrate pufferte, so triibten sie sich beim Zusatz des 
Phosphats. Das beweist also auch, daB die bei der Ultrafiltration der 
phosphathaltigen Enzymlésungen eintretende Triibung durch die 
Phosphate verursacht wird. Die unfiltrierten, wisserigen Enzym- 
lésungen, die also noch nicht der Schutzkolloide beraubt sind, bleiben 
dementsprechend bei der nachtraglichen Pufferung vollkommen klar. 

Vor einiger Zeit hat ZL. Rosenfeld’) aus meinem Laboratorium 
iiber Versuche berichtet, welche dafiir sprachen, daB die Auxokérper 
an den Enzymkomplex gebunden werden. Die Versuche dieser Mit- 
teilung sprechen nun auch in diesem Sinne, denn man ersieht daraus, 
daB offenbar bei der Trennung von Kolloiden und Kristalloiden keine 
entscheidende Verschiebung in der Richtung der Aktivierbarkeit durch 
Auxokérper eintritt. Das miiBte aber der Fall sein, wenn etwa das 
Enzym im kolloiden Anteil, die physiologischen Auxokérper sich aber 
im Filtrat finden. 

Wir haben aber diesen Punkt auch einer direkten experimentellen 
Priifung unterzogen, indem wir untersuchten, ob die Ultrafiltrate als 
Auxokérper fiir unfiltrierte Enzymlésungen verwandt werden kénnen. 


1) Diese Zeitschr. 154, 1924. 
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Es werden je fiinf Proben angesetzt: 
. 10eem Fermentlésung + 2 Filtrat + 2 Phosphatmischung 
2. 10 ,, * + 2 Wasser + 2Cy i 
3. 10 ,, - + 3 t 
>. a Wasser 
. 10 


Versuch A. 
Membranfilter ,,feinst“ . . . 1. 27,6 2. 121,0 3. 41,0 4. 2.8 


Versuch B. 
Ultrafeinfilter .......41.17,5 2 84,2 3. 27,2 4. 0,3 


Die Versuche zeigen — Vergleich von 1. und 3. — eine deutliche 
Hemmung durch das Ultrafiltrat, wihrend sie im iibrigen die friiheren 
Befunde bestitigen. Sicherlich besteht noch die Méglichkeit, daB ein 
physiologischer Auxokérper und nicht das Enzym selbst durch die 
Hemmungssubstanz des Ultrafiltrats gehemmt wird. Wie dem aber 
auch sei, jedenfalls lassen sich im Ultrafiltrat keine Auxokérper nach- 
weisen, so daB also auch diese Versuche unsere experimentell gewonnene 
Annahme bestitigen, daB die Auxokérper an den Enzymkomplex 
gekettet sind. 

Zusammenfassung. 


Die Urease der Jackbohnen lé8t sich durch Ultrafiltration aus 
der Lésung entfernen. Die TeilchengréBe der einzelnen Enzymanteile 
scheint verschieden groB zu sein, weil sie vermutlich nicht durch das 
Enzym selbst, sondern durch den kolloiden Komplex bestimmt wird. 
Eine Trennung der das Enzym begleitenden Auxostoffe vom Enzym 
gelingt durch Ultrafiltration nicht, weil sie wohl an den Komplex 
gebunden sind. Dagegen kann man im Ultrafiltrat Hemmungssubstanzen 
fiir das Enzym nachweisen. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat mir fiir 
diese Untersuchungen Mittel zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch 
an dieser Stelle ergebensten Dank sage. 
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Ein Beitrag zur Theorie der antagonistischen lonenwirkungen 
der Erdalkalien auf das Pflanzenplasma. VII. 


Von 


Hugo Kaho. 


{Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium des botanischen Instituts 
der Universitat Tartu (Dorpat).]} 


(Eingegangen am 10. Oktober 1925.) 


In den friiheren Abhandlungen') habe ich den Zusammenhang 
zwischen der Giftwirkung und dem Eindringungsvermégen der Alkali- 
salze in bezug auf die pflanzliche Zelle untersucht. Bei diesen Unter- 
suchungen wurde insbesondere der EinfluB der Anionen auf die Salz- 
wirkungen erforscht. 

Es zeigte sich, daB die Giftwirkung in engster Beziehung zur 
Permeierfahigkeit der Salze steht und diese oder jene Wirkung eines 
Elektrolyts vorherbestimmt. Dabei ist die Wirkung der Salze additiv 
aus den entgegengesetzten Wirkungen beider Salzionen zusammen- 
gesetzt. 

Bei den Erdalkalisalzen haben wir es mit einem zweiwertigen 
Kation zu tun, das den EinfluB des Anions, insbesondere im Falle der 
einwertigen Anionen, zudecken kénnte. Es fragt sich darum, ob ver- 
schiedene Salze der Erdalkalien mit demselben Kation und mit ver- 
schiedenen Anionen eine gleiche Giftwirkung auf das Pflanzenplasma 
haben wiirden, und ob die antagonistische Wirkung dieser Salze nur 
vom Kation abhangen wiirde. 

Um diese Fragen zu beantworten, habe ich die folgenden Versuche 
angestellt. 

Versuche. 

Die Versuche wurden mit den Blattepidermisschnitten des Rotkrauts, 
Rhoeo discolor und Zebrina pendula angestellt. Es wurden 100 bis 200 kleine 
viereckige und gleich dicke Schnitte von etwa 1 mm FlachengréBe in jede 
Lésung gebracht und in den in den Tabellen angegebenen Zeitabschnitten 
je 10 Schnitte herausgenommen und die lebenden Zellen durch Plasmolyse 
bestimmt. 


1) Diese Zeitschr. 120, 125, 1921; 128, 284, 1921; Acta et Comm. Univ. 
Dorpat, A.V, 4, 1924. 
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Tabelle 1. Ubersichtstabelle der Calciumsalzwirkungen. 
Konzentration der Salze 0,18 mol. Versuchspflanze Rotkraut. eine! 


‘e 0 
Temperatur 18°. sind 





Die Zeit des Aut- 
enthalts der Schnitte Ca(CNS)o CaBry Ca(NOs)2  Ca(C.H; Oz). CaCl Acet 
in den Lésungen . 


30° 100.0 100,0 100.0 100.0 100,0 
Ih 75,0 100,0 100,0 100,0 100.0 
1 30 25,0 100,0 100,0 100,0 100.0 
2 15,0 100,0 100,0 100,0 100.0 
2 30 7,5 100,0 190,0 100,0 100.0 
3 2.5 100,0 100,0 100,0 100.0 
4 0 100,0 100.0 100.0 100.0 
10 100,0 100,0 97,5 100.0 
24 55,0 775 75,0 82.5 
26 35,0 75,0 67,5 775 
27 25,0 45,0 45,0 75,0 
28 10,0 27,5 45,0 705 
29 15,0 22.5 47,5 82.5 
30 5,0 30,0 40,0 700 
31 10,0 37,0 50,0 
33 5,0 22,5 20,0 
u Zz. * - - 
crassa, = — mo aan | 8a 
Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


Die Tabelle I zeigt, daB die Gift- (koagulierende) Wirkung der 
Calciumsalze auf die Rotkrautzellen eine ziemlich verschiedene ist. 
Das Rhodanid ist am giftigsten, hier sterben die Zellen schon nach 
3 Stunden vollstaéndig ab. Das Nitrat und Acetat haben eine ziemlich 
gleiche Wirkung, die aber viel schwiicher ist als die des Bromids. Am 
unschiadlichsten ist das Chlorid . 


Tabelle 11. 
Alle Salze 0,15 mol. Versuchspflanze Zebrina pendula. Temperatur 19. 





Die Zeit des Auf- | 
enthalts der Schnitte Ca(CNS)» CaBry | Ca(CgH;O02)2 Ca(NOs)s CaCl, 
in den Lésungen 


100.0 | 100,0 | 1000 
100.0 100,0 , 100.0 
100,0 100.0 | 100.0 
79,1 | 85,1 100.0 

72,0 81,7 

65,5 

25,6 

26,4 

11,1 

25,3 

6,6 
der lebenden Sellen | 57,0 | 880 
Jede Zah! bedeutet das Durchschni it der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


o 
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Die Verhaltnisse bleiben etwa dieselben, wenn die Schnitte von 
einer anderen Pflanze hergestellt werden und die Salzlésungen schwacher 
sind (vgl. Tabelle II). 

Die Salze ordnen sich hier nach ihrer Aktivitat, mit Ausnahme von 
Acetat, in derselben Reihenfolge wie bei den Rotkrautschnitten : 

Rotkraut: CNS > Br > NO,, C,H,O, > Cl, 
Zebrina: CNS > Br, C,H,O, > NO, > Cl. 

Das Acetat hat in schwachen Konzentrationen relativ starkere 
Wirkung (Hydrolyse ‘). 

Wenden wir uns der Wirkung der anderen Erdalkalien zu. 


Tabelle Il. 


Die Wirkung der Magnesiumsalze. 
Alle Salze 0,8 mol. Versuchspflanze Rotkraut. Temperatur 18°. 





Die Zeit des Auf 
enthalts der Schnitte MgBr. | Mg(CgH3Og)2 Mg(NOs)o MgCl, MgSO, 
in den Lésungen 


10’ 100,0 100.0 100,0 100.0 100.0 

92.5 100.0 100.0 100.6 100,0 

80,0 100,0 _ 1000 100.0 100,0 

35,0 100.0 100,0 100.0 100.0 

42.5 100.0 100,0 100.0 100,0 

27.5 100.0 100.0 100.0 100,0 

15,0 100.0 100.0 100,0 100,0 

10,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

25 100,0 100,0 100,0 100,0 

0 100,0 100,0 100,0 100,0 

—_ 100,0 100,0 100,0 100,0 

— 100.0 100.0 100.0 100.0 

_ 80,0 92.0 95,0 95,0 

77,5 87,0 95,0 92,0 

72,5 70,0 97,0 92,5 

37,5 70,0 95,0 92.5 

50,0 87,0 92.5 95,0 

60,0 80,0 97,5 95,0 

17,5 42.5 87,5 92.5 

40,0 17.5 45,0 87.5 

22.5 25,0 32,5 92.5 

0 25 5,0 40.0 

Page ny 54,8 64,4 78,3 89,6 
Jede Zahl bedeutet das Durchschnittspruzent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


Die Wirkung der Salze (Tabelle IIT) nimmt nach folgender Reihen- 
folge ab: 


Br >C,H,0, > NO, >Cl, SOy,. 


Die Stellung des Acetats ist in dieser Reihe eine abweichende. 
Im iibrigen stimmt die Reihenfolge mit den oben angefiihrten iiberein. 
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Tabelle IV zeigt die Versuche mit den Rhoeoschnitten und eine 
niedrigeren Salzkonzentration (0,2 und 0,1 mol). Die Aktivitit der 
Salze nimmt hier nach dieser Reihenfolge ab: 


Br > NOsg, Cl > C,H,0, > SO,. 


Tabelle 1V. 


Die Konzentration der Lésungen in erster Stunde 0,2 mol. und nachhe1 
0,lmol. Temperatur 16°. Die Versuchspflanze Rhoeo discolor. 





Die Zeit des Auf- 
enthalts der Schnitte MgBr, Mg(N Os). MgCl, Mg(C2H, Og)o MgSO, 
in den Lésungen 


100,0 100,0 100,0 100.0 100.0 
68,6 82,9 100,0 100,0 100,0 
67,3 95,8 100.0 100,0 100,0 
14,1 — — 100.0 100,0 

0 26,3 27, 100,0 100.0 
= 100,0 100,0 
_— 38, 100.0 100.0 
100,0 100.0 

100.0 100.0 

100,0 100,0 

98,6 100.0 

= 100,0 

90,6 100.0 

92,9 90,5 

84,7 98,2 

90,8 99.0 

95.8 94.6 

67,0 97,8 

59,6 93,1 


Durchschnitt z. 
der lebenden Bellen 


Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


Die Tabelle V zeigt uns die Wirkung der Bariumsalze. In Rhodanid- 
lésung starben die Schnitte im Laufe des ersten Tages ab, in der Bromid- 
lésung am Ende des zweiten Tages, wihrend in Chloridlésung zu dieser 
Zeit noch etwa die Hialfte von Zellen am Leben waren. 


Ziemlich ahnliche Verhaltnisse haben wir bei den Strontiumsalzen. 
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Tabelle V. 


Alle Salze 0,1 mol. Versuchspflanze Rhoeo discolor. Temperatur 17°. 





Die Zeit des 
Aufenthalts der Schnitte Ba(CNS), Ba Br. BaCl, 
in den Lésungen } 


10’ 100,0 100,0 100,0 
30 96,6 100,0 100,0 
96,5 100,0 100,0 

84.1 100,0 100,0 

70,5 100,0 100,0 

56,9 100,0 100,0 

46,7 100,0 100,0 

16,7 100,0 100,0 

7,4 100,0 100,0 

2.2 100,0 100,0 

0 84,9 100,0 

— 66,6 100,0 

51,6 100,0 

59,1 93,1 

56,9 90,3 

49,5 69,0 

33,6 73,5 

9.6 49.0 


os Durchschnittsprozent a6 a - 
der lebenden Zellen 32,1 78,1 93,0 


> 


t 
Cero utwnw— 


Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


Am starksten wirkt das Bromid (Tabelle VI), viel schwiicher das 
Nitrat und Chlorid, die beide ziemlich gleich stark wirken. 


Tabelle VI. 


Alle Salze 0,2 mol. Versuchspflanze Rhoeo discolor. Temperatur 16°. 





Die Zeit des 
Aufenthalts der Schnitte Sr Br, Sr(NOs)o SrCl, 
in den Lésungen 


4h 100,0 100,0 100,0 

6 98,7 100,0 100,0 
10 77,9 21,4 90,8 
11 85,9 21,7 95,8 
20 30° 87,7 73,2 88,1 
24 114 93,1 69,7 
28 15,5 70,9 66,3 
30 30 12,7 86,5 69,9 
36 0 68,9 91,2 
45 _ 39,4 82.3 


Durchschnitt: P + - » 
der lebenden Zellen 48.9 815 85,4 





Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 
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Uberblicken wir jetzt die Giftwirkungen der Erdalkalien, so sehen 
wir, daB die Wirkungsunterschiede im allgemeinen bei den Anionen 
besser hervortreten als bei den Kationen. Die folgende Tabelle gibt 
uns eine Ubersicht iiber die Anionenwirkungen. 


Ubersichtstabelle 
der Plasmakoagulation durch die Erdalkalien. 





Konzentr. 
Pflanze Kation der Salze 
molar 


Anionenrcihen, mit dem wirksamsten 
Anion auf der ersten Stelle 


Zebrina pendula . Ca O15 CNS> Br, C,H,;O, > NOsg, Cl*) 
Rotkraut .... Ca 0.8 CNS Br>NO,, C,H,0, ~( 
Rhoeo discolor . Mg 01—0.2 Br>NO,, Cl>C,H,O, > S80, 
Rotkraut .... Mg 0.8 Br >C,H,0, > NO, > Cl > SO, 
Rhoeo discolor. Ba 0,1 CNS>Br>Cl 

Rhoeo discolor . Sr 0.2 Br ~ NO,, Cl 


*) Durch Kommata sind diejenigen Anionen abgetrennt, deren Wirkung einander nahe licgt 


Aus allen diesen Reihenfolgen kénnen wir die folgende Mittelreihe 


ableiten: 
CNS > Br > NO, >C,H,0, > Cl > 8O,}). 


Nicht ganz sicher ist die Stellung des Acetats, das in einigen Reihen- 


folgern vor dem Nitrat, in anderen nach ihm steht. 

Im allgemeinen kénnen wir es doch nach dem Nitrat stellen. 

Die abgeleitete Anionenreihe ist die lyotrope und stimmt mit der 
Plasmakoagulationsreihe der Alkalisalze genau iiberein®). 

Diese Tatsache berechtigt zu der Annahme, daB bei der Wirkung 
der Erdalkalien die physiologischen Verhiltnisse ganz analog sind wie 
bei der der Alkalisalze. 

In friiheren Untersuchungen iiber die Wirkung der Alkalisalze 
auf das Pflanzenplasma kamen wir zu der Annahme, daf die koagu- 
lierende (tédliche) Wirkung dieser Salze eine Folge ihres Vermégens ist, 
in die Zelle zu permeieren: Salze, die leicht eindringen, sind sehr giftig, 
die langsam eindringenden Salze sind dagegen verhaltnismaé fig unschddlich. 

Diese Giftwirkung der Salze ist direkt proportional ihrem Ein- 
dringungsvermégen. Das letztere ist ein physiko-chemischer Prozeb, 
fiir den in erster Linie die Kolloidaktivitat der Salze maBgebend ist 
und die beiden Ionen eines Salzes von Bedeutung sind. 


1) Bezieht sich nur auf die Mg-Salze. 

2) Vgl. Kaho, diese Zeitschr. 117, 87, 1921; 120, 125, 1921; 1238, 284, 
1921; 144, 104, 1924; 151, 102, 1924; ,,Uber die physiologische Wirkung 
der Neutralsalze auf das Pflanzenplasma‘, Acta et Comm. Univ. Dorpat 
1924, A. V., 8. 4. 
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Fiir die Anionen der Alkalisalze (mit demselben Kation) gilt die 
lyotrope Reihenfolge : 
J > Br >NO, >Cl > Tartrat > SO, 
als Permeabilitatsreihe ; fiir die Kationen (mit demselben Anion): 
K >Na > Li. 


Die Ursache der verschiedenen Permeierfahigkeit der Alkalisalze 
ist ihr Vermégen, den kolloidalen Zustand der Plasmaoberflichen- 
kolloide zu andern. 

Die Kationen wirken hier fallend (bzw. entquellend) auf die Plasma- 
kolloide nach der Reihenfolge K< Na < Li, und dieses fiihrt zu einer 
Verminderung der Permeabilitét nach derselben Reihenfolge. 

Die Anionen wirken peptisierend (quellend) auf das Plasma, und 
diese Wirkung fiihrt zur Erhéhung der Permeabilitaét. Diese beiden 
Wirkungen der Anionen (die quellende und die permeabilitaterhéhende) 
verandern sich parallel und nehmen ab nach der Reihenfolge: 


J >Br >NO, >Cl > Tartrate > SO,. 


Aus dem Gesagten folgt, daB das tatsichliche Eindringungs- 
vermégen eines Alkalisalzes die algebraische Summe der entgegen- 
gesetzten kolloidchemischen Tendenzen der Ionen dieses Salzes darstellt. 

Diese unsere Befunde wurden neuerdings durch Ruhland und 
Hoffmann") bei Beggiatoa mirabilis in bester Weise bestatigt. 

Alles oben fiir die Alkalisalze Angefiihrte gilt auch nach der Analogie 
fiir die Erdalkalien. Wir haben bei den beiden Gruppen der Salze genau 
dieselbe Giftigkeitsreihe; bei den Alkalisalzen: 

CNS >J>Br>N0, >C,H,0, >Cl >Tartrate > Citrate > SO,, 
bei den Erdalkalien : 
CNS > Br > NO, >C,H,0O, > Cl > SO,. 


Fir die Giftwirkung der Erdalkalikationen kénnen wir folgende 

Reihenfolge aufstellen : 
Mg > Ba > Sr >Ca; 

doch sei hier betont, daB die Kationenwirkungen im allgemeinen weniger 
scharf ausgeprdgt sind als die der Anionen. 

Ferner sind alle Erdalkalien im allgemeinen in bezug auf das 
Pflanzenplasma weniger giftig als die Alkalisalze. 

DaB die Giftwirkung auch bei den Erdalkalien in erster Linie 
von der Permeierbarkeit der Salze abhaingig ist, wird durch folgende 
Tatsachen bewiesen. 


1) Ruhland und Hoffmann, Arch. f. wiss. Bot. 1, 1, 1925. 
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Tréndle') fand, daB die Chloride der Erdalkalien durch die Wurzel- 
zellen von Lupinus albus (Versuchsdauer 20 Minuten) nach folgende; 
Reihe aufgenommen werden: 

Mg > Ba > Sr > Ca. 

Diese Reihenfolge stimmt mit der Giftigkeitsreihe genau iiberein 

Wir haben gezeigt*), daB, je besser ein Neutralsalz in die lebenc 
Zelle eindringt, desto mehr die Temperatur der Hitzekoagulation des 
Plasmas durch dieses Salz herabgesetzt wird. Die Erdalkalien beein. 
flussen die Hitzegerinnung des Plasmas nach den Anionenreihenfolgen. 
die sehr gut mit den Giftigkeitsreihen iibereinstimmen. 

So ist die Hitzekoagulationstemperatur bei Gegenwart von (a. 
Salzen (1,0mol.) beim Bliitenblitterplasma von Viola tricolor folgende 
CHHONM, ee 
ears... woos. eRe 
NET he Laie news 6jsnd, 
Sr ne eee: 

CafumeGek, «+ 5 2 se ss OOF 

Bei Anwesenheit von Mg-Salzen: 

. . le ee ee 
AR cdots «iy wisi ee 
Te ig Co 
—_peetaadieaetintigermmmint ly 
Mg(C,H,,). ..-:.... . 65,9 

Dabei ist zu bemerken, daB die saure Reaktion die Hitzekoagulation 
des Pflanzenplasmas férdert, die alkalische dagegen bis zu gewissem 
Grade hemmt*). Damit ist die abweichende Stellung der stark hydro- 
lysierten Salze (Acetat alkalisch, MgSO, sauer) in den Hitzekoagu- 
lationsreihenfolgen zu erklaren. 

Ein direkter Nachweis der feinen Differenzen des Eindringungs- 
vermégens verschiedener Erdalkalien laBt sich nicht leicht ausfiihren, 
da diese Salze sehr langsam eindringen ‘). 

Zusammenfassend l4Bt sich iiber die physiologische Wirkung 
der Erdalkalien sagen, daB wir bei dieser Wirkung genau dieselben 
Verhiltnisse haben wie bei den Alkalisalzen. Es war zu erwarten, dal 
hier infolge des zweiwertigen Kations die Anionenwirkung nicht zur 
Geltung kommt. Doch ist das nicht der Fall. 


1) A. Tréndle, Sur la Permeabilité du protoplasme vivant pour quelques 
sels, Arch. des sciences phys. et nat. 45, 38, 167, 1918. 

*) Kaho, diese Zeitschr. 117, 87, 1921; 151, 102, 1924. 

3) W. Lepeschkin, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 28, 99, 1910; H. Kaho, 
diese Zeitschr. 144, 104, 1924. 

*) Vgl. H. Fitting, Jahrb. f. wiss. Bot. 54, 1, 1915; ferner J. Spek, Der 
Einflu8 der Salze auf die Plasmakolloide von Actinoephaerium Eichhorn, 
Acta Zoologica 1921, S. 153. 
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Im Gegenteil ist die Anionenwirkung hier ebensogut ausgeprigt, 
wie bei den Alkalisalzen, und wie wir gesehen haben, fiir die Permea- 
bilitat und Giftwirkung ausschlaggebend. 

Somit sind, wie fiir das Eindringungsvermégen, so auch fiir die 
Giftwirkung der Erdalkalien diese Ionenreihen maBgebend : 

CNS > Br > NO, >C,H,0, >Cl > 80O,') 
und 
Mg > Ba > Sr >Ca, 
wobei diese oder jene Eindringungsfahigkeit dieser Salze eine primaire 
Eigenschaft ist, die von ihrer Kolloidaktivitét abhangt ; die Giftwirkung 
aber eine Folge der Permeabilitatsverhialtnisse. 


Antagonistische Wirkung der Erdalkaliionen. 


Bekanntlich wird angenommen, daB, wenn man zu einem in bezug 
auf das Pflanzenplasma giftigen Alkalisalz kleine Mengen eines die 
Giftigkeit vermindernden Erdalkalisalzes zusetzt, die entgiftende 
Wirkung nur dem zweiwertigen Erdalkalikation zukommt. 

Da nun die Anionen dieser Salze, wie wir gesehen haben, einen 
groBen EinfluB auf die physiologischen Prozesse ausiiben, so kann 
man voraussetzen, daB sich der EinfluB der Anionen auch auf die anta- 
gonistische Wirkung erstreckt. Wie Versucne bestitigen diese Voraus- 
setzung in bester Weise. \ 

Tabelle V 11. 
Salzgemische. Versuchspflanze Zebrina pendula. Temperatur 19°. 





Die Zeit des || Kontrol 0,25 mol. KNO, 


es versuch —— - — -_ 
Nufenthalts der Schnitte | 9.25 mol. | + 0,065 mol. | + 0,065 mol. | + 0.965 mol. | + 0,065 mol. 
wen |) CK NO Ca (CNS) CaCl, MgBr, | MgSO, 





Ib 84.8 100.0 | 1000 9,5 | 1000 
1 30’ 84.6 85.1 100,0 765 78,5 
2 97,8 97.7 99.1 75.0 | 904 
4 58,3 65.0 98,9 85,5 82.2 
6 618 785 | 980 71,4 81.1 


Ss 32,8 600 | 98,5 89.3 94,0 

1] 17,5 169 | 97,0 57,6 94,0 

14 22,2 3,5 78,5 65,7 90,2 

24 23 0 77,4 42.6 88,9 

yey ey 56,2 60,6 947 75,4 89,9 
Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zcllen in 10 Schnitten. 


In der Tabelle VII sind zum Kaliumnitrat (0,25 mol.), das alle 
Schnitte von Zebrina pendula im Laufe von 24 Stunden abtétet, kleine 
Mengen von Calcium- und Magnesiumsalzen zugesetzt, wobei aus den 


1) Bezieht sich nur auf die Mg-Salze. 
Biochemische Zeitschrift Band 167. 
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zugefiigten Salzen das eine [Ca(CNS),, Mg Br,] relativ besser in di: 
Zelle eindringt als das andere (CaCl,, MgSO,). Wir sehen, daB das 
Calciumrhodanid keine entgiftende Wirkung hat, die Zellen sind nach 
24 Stunden ebenso wie im Kontrollversuch alle abgestorben, wahren| 
bei Anwesenheit von Calciumchlorid nach dieser Zeit tiber 70 Proz 
von Zellen noch am Leben sind. Die zugesetzten Magnesiumsalze 
wirken beide antagonistisch, das Sulfat mehr als das Bromid. 

Einen Uberblick iiber die antagonistische Wirkung aller hier i: 
Betracht kommenden Calciumsalze gibt uns die Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 
Antagonistische Wirkung der Ca-Salze. 
Versuchspflanze Zebrina pendula. Temperatur 20°. 





7 , Kontroll« 0,262 mol. NaNO 
Die Zeit des Aufe  Verguch = : 


enthalts der ScLnitte 926? mol. + 0,048 mol. + 0,048 mol. |+ 0,048 mol + 0.048 mol. + 0.048 mol 
we NaNO; Ca(CNS)2_ Ca(NO3)g | CasAcetat ) Ca Bro “aC, 


Ih 100.0 100.0 100,0 100,0 100,0 100,0 
4 87.4 97,4 93.0 100,0 100,0 100.0 
6 54.5 69.2 92.9 100.0 86.3 76.3 
8 30’ 39.7 26.9 83,0 67,3 96,7 80.3 
22 0 0 3.0 56.3 55.9 67.4 
26 0 0 7.9 27.6 70.7 70.0 
a4 ~ oon 29 23.8 435 67,2 


Durchschmittapros.‘ 492 | 419 84,7 78 | 70 | 802 


Jede Zah| bed. utet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten 


In der Tabelle VIII ist als giftiges Salz NaNO, (0,262 mol.) ge- 
nommen. In seiner Lésung sterben die Schnitte nach etwa 10 Stunde: 
ab. Zu diesem Salze sind verschiedene Calciumsalze zugesetzt, so dai 
jedesmal in der Lésung zwei Salze vorhanden sind: das giftige Na NO, 
und das entgiftende Calciumsalz. Die Konzentration des letztere: 
betragt ungefahr ein Fiinftel des giftigen Salzes. 

Die Ergebnisse zeigen, daB die antagonistische Wirkung der (a. 
Salze nach der lyotropen Reihenfolge: 

CNS< NO,< C,H,0,< Br< Cl 
steigt. Das Rhodanid hat auch hier ebenso wie im vorigen Versuc! 
keine antagonistische Wirkung. Die letztere ist aber ganz deutlic! 
beim Nitrat ausgepraigt und steigt allmahlich bis zum Chlorid. 

Vergleichen wir nun die Reihenfolge der antagonistischen Wirkunz 
mit der Permeabilitats- und Giftigkeitsreihenfolge CNS > Br > NO 
>C,H,0, >Cl, so sehen wir, daB die beiden Anionenreihen fast 
volistandig iibereinstimmen. 

Abweichend verhalt sich nur das Bromid, bei dem das Vermége:: 


antagonistisch zu wirken, gréBer ist, als man aus seiner Eindringung-- 
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fahigkeit schlieBen kénnte. Es ist nicht ausgeschlossen, daB bei diesem 
Salze in verdiinnten Lésungen eine unbekannte ungiinstige Neben- 
wirkung abgeschwacht wurde. 


Tabelle IX. 
Antagonistische Wirkung der Bariumsaize. 
Versuchspflanze: Zebrina pendula. Temperatur 19°. 





Die Zeit des Kontrollversuch 0,25 mol. NaNO; 


Aufenthalts der Schnitte 025 mol. ’ ¥ 
| + 00625 mol. + 0.0625 mol. + 0.0625 mol. 
in den Lésungen NaNO, Ba(CNS)» BeBr, | BeCly 





1h 100,0 100.0 | 1000 100,0 

3 100.0 1000 | 1000 100.0 

5 91.1 100,0 100,0 100.0 

7 92,3 97,2 100.0 100,0 

66.6 72,2 96,8 99,1 

12 54,8 55,0 | 994 92,8 

24 7.9 0 Po gam 533 

28 0 — | 95 123 
[om 64,1 5 | 82 82,2 

Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 

Bei den antagonistischen Wirkungen der Ba-Salze (Tabelle IX) 
haben wir etwa dieselben Verhaltnisse wie bei den Ca-Salzen: das 
Rhodanid ist beinahe unwirksam, in den ersten Stunden ist eine sehr 
schwache entgiftende Wirkung zu bemerken, sie erlischt aber bald, 
und nach 24 Stunden ist die Giftwirkung des Gemisches sogar etwas 
stirker als die des Kontrollsalzes. 

Das Bromid und Chlorid wirken deutlich antagonistisch, und 
zwar ziemlich gleich stark, das Chlorid vielleicht etwas starker, doch 
liegt dieser Unterschied noch in den Grenzen des Versuchsfehlers. 

Aus dem Vergleich der Reihenfolgen ergibt sich, ebenso wie im 
vorigen Versuch, daB die Reihenfolge der antagonistischen TIonen- 


Tabelle X. 
Antagonistische Wirkung der Sr-Salze. 
Versuchspflanze: Zebrina pendula. Temperatur 21°. 





a. Zeit des | Kontrollversuch 0,2 mol. Na NO, 
Aufenthnalts der Schnitte | 0.2 mol. = _Snnn SEE Ee _—s 
i é r + '/y7 mol. + 1/,7 mol. + 'y_ mol. 
in den Lésungen NaNO; St Br, Se(Q'0,)3 Sth 


97.7 96,1 99,2 99,0 


lh 100,0 100,0 100,0 100,0 
3 
7 10,1 53,9 82.9 60,5 


9 11,6 58,2 27,1 719 
12 21,4 52,5 37,0 39,3 
24 0 84 30.0 21,2 
Durchschnitts: t 0 9 
én ooedien"tieiien 40,1 615 62,7 65,1 
Jede Zab! bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


3 
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wirkungen CNS< Br, Cl die umgekehrte Permeabilitéts-') bzw. 
Giftigkeitsreihe ist. 

Alle untersuchten Sr-Salze (Tabelle X) haben eine ausgesprochene 
antitoxische Wirkung, die Differenzen der Anionenwirkungen sind hier 
etwas weniger deutlich, doch ist das Bromid nicht so aktiv als das 
Nitrat und Chlorid. Die Reihenfolge der antagonistischen Wirkung 
lautet: Br< NOs, Cl. 


Alles in allem sehen wir, daB bei den Erdalkalien die antagonistische 
Wirkung nicht nur vom Kation abhangig ist, die Anionen spielen hier 
ebenso eine bedeutende Rolle; diese Wirkung setzt sich additiv, wie 
auch das Eindringungsvermégen, aus den entgegengesetzten Wirkungen 
beider Ionen zusammen: die Kationen setzen die Permeabilitat einer 
Zelle nach der Reihenfolge : 


(Alkalikationen) < Mg< Ba< Sr< Ca 
herab, die Anionen férdern sie nach der Reihe: 
CNS > Br > NO, > Acetat >Cl > SO,; 


die Permeierfahigkeit und antitoxische Wirkung eines Erdalkalisalzes 
(analog wie bei den Alkalisalzen) sind umgekehrt proportional zuein- 
ander: je mehr ein Salz selbst in das Plasma eindringt (je giftiger es 
ist!), desto kleiner ist seine Entgiftungskraft den anderen Salzen gegen- 
iiber und umgekehrt. 

Wir haben friiher gezeigt?), daB Salze, die entgiftend wirken, immer 
das abnorme Eindringen des giftigen Salzes herabdriicken und eine mehr 
oder weniger normale Permeabilitét wieder herstellen. Somit ist dic 
sogenannte antagonistische Ionenwirkung ein Permeabilitaétsproblem 


Wenn z. B. das zum Na-Nitrat zugesetzte Ca-Chlorid die Giftigkeit 
des ersteren Salzes vermindert, so erklart sich das dadurch, daB der 
Gleichgewichtszustand der Hydratation der Plasmakolloide durch die 
entquellende Wirkung der Kationen Na* -+ Ca** und durch die quellende 
der Anionen NO, + Cl’ dem Plasma gegeniiber giinstiger ist als der 
durch das NaNO, allein bewirkte kolloide Zustand, welcher durch 
eine abnorme Quellung der Plasmakolloide und demzufolge durch ein 
physiologische Grenzen weit iibersteigendes Eindringen des Salzes 
gekennzeichnet ist. Wird statt des CaCl, Ca(CNS), zugesetzt, so 
wird durch die hohe quellende Wirkung des Anions CNS” das un 
giinstige Hydratationsgleichgewicht sehr wenig verindert und das 
Salz hat keine merkliche antitoxische Wirkung. 


1) Vgl. Kaho, diese Zeitschr. 151, 102, 1924. 
*) Diese Zeitschr. 128, 284, 1921. 
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Pflanzenplasma. VII. 


Zusammenfassung. 

1. LaBt man auf die Pflanzenzellen verschiedene Salze alkalischer 
Erden in solchen Konzentrationen und in solcher Dauer einwirken, 
daB das Plasma in kurzer Zeit getétet (koaguliert) wird, so tritt 
dabei eine deutliche Anionenwirkung hervor, die im Prinzip mit der- 
jenigen der Alkalisalze vollstandig iibereinstimmt. 

2. Fir die Permeabilitét und die Plasmakoagulation sind folgende 
Ionenreihen maBgebend : 


Mg > Ba >Sr>Ca 


and 


CNS > Br > NO, >(,H,0, >Cl > SO, 


3. Die antagonistische (entgiftende) Wirkung der Erdalkalien, die 
iibrigens ein Permeabilitétsphinomen darstellt, ist umgekehrt pro- 
portional dem Eindringungsvermégen bzw. der Giftwirkung dieser Salze. 
Fiir sie gelten die unter 2. angefiihrten Ionenreihen in umgekehrter 
Richtung. 


1) Bezieht sich auf die Mg-Salze. 





Der Alkaligehalt des Blutserums gesunder und kranker Kinder. 


Von 
Josef Csapo. 


(Aus der mit dem Stefanie-Kinderspital in Verbindung stehenden 
Universitats-Kinderklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1925.) 


Im vorigen Jahre bestimmte ich den diffusiblen Alkaligehalt de: 
Blutserums'). Die Untersuchungen ergaben folgende Resultate: 1. Aus 
dem Blutserum diffundiert. nicht nur das freie, sondern auch ein Tei! 
des an die Eiwei8kérper gebundenen Alkalis; 2. der diffusible Alkali. 
gehalt des Blutserums ist die Funktion des EiweiBgehaltes und des 
Dispersitétsgrades der EiweiBkérper. Die vorliegenden Untersuchunge: 
bezwecken einen weiteren Schritt in der Kolloidchemie des Blutserums 
Die zu lésende Aufgabe lautet folgendermaBen: 1. Wie groB ist der 
Gesamtalkaligehalt des Blutserums?! 2. Ist ein Parallelismus zwische: 
Alkali- und EiweiBgehalt des Blutserums festzustellen ? 


Der Gesamtalkaligehalt des Blutserums wurde zuerst durch Rina 
und Gyérgy*) mittels Ultrafiltration genau bestimmt. Genannte Autoren 
haben 50 ccm Pferdeserum mit destilliertem Wasser auf das vierfache 
Volumen verdiinnt, mit einem CQ,-Druck von 8 Atmospharen ultra- 
filtriert und eine bekannte Menge des eiweiBfreien Filtrats mit n/10 HC! 
zuriicktitriert. Diese Methode erfordert aber ein so groBes Quantum 
Blutserum, da8B ich an Serienuntersuchungen bei Kindern mit der 
erwaihnten Methode gar nicht denken konnte. Es schien also not- 
wendig, eine Methode auszuarbeiten, welche héchstens 2 bis 3 cem Serum 
erfordert und uns doch brauchbare Werte iiber den Alkaligehalt de- 
Blutserums gibt. Es lag am niachsten, eine Mikroultrafiltration ein- 


1) Csapé, Jahrb. f. Kinderheilk. 108, 112, 1925. 
2) Réna und Gyérgy, diese Zeitschr. 56, 416, 1913. 
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zufihren. Da ich tiber eine Mikroapparatur nicht verfiigte, gebrauchte 
ich eine andere Methode. Auch bei dieser Untersuchungsserie wurde 
gerade so verfahren, wie ich es bei der Bestimmung des diffusiblen 
Alkalis beschrieben hatte, nun machte ich aber eine kleine Anderung. 
Die Dialyse wurde namlich nicht unter Paraffin, sondern in CO,-Atmo- 
sphire ohne Paraffin ausgefiihrt. Das an die EiweiBkirper gebundene 
Alkali kann durch Zugabe einer Saure frei gemacht werden. Zu dem 
Zwecke schien mir die CO, am geeignetsten, Die CO, ist eine starkere 
Saéure als die SerumeiweiBkérper, das an die EiweiBkérper gebundene 
Alkali wird durch die CO, entzogen, dabei bildet sich Na HC Og, welches 
die Wand der Dialysierhilse im Gegensatz zu den nicht diffusiblen 
EiweiB-Natriumverbindungen Jeicht passiert. Die CO, ist auBerdem 
eine fliichtige Saure, welche aus dem dialysierten Blutserum rasch 
entweicht und im weiteren Gange der Methode gar nicht stért. 


Methodik. 


Ich bestimmte zuerst die Saurebindung von | ccm Blutserum nach 
der mit Bosdnyi') gemeinsam beschriebenen Methode und den EiweiSgehalt 
mit dem Refraktometer nach Pulfrich. Gleichzeitig setzte ich 1 cem Blut- 
serum in eine 100 mm hohe, 16 mm breite Diffusionshiilse von Schleicher 
u. Schi#l und dialysierte in eine groBe Eprouvette von 150 ccm Inhalt 
gegen destilliertes Wasser 4 Tage hindurch unter dem Druck von | Atm. 
CO,. Die Eprouvette wurde mit einem doppelt gebohrten Gummistopfen 
gut verschlossen. Durch die eine Bohrung fiihrte ein langes, mit einge- 
schliffenem Hahn versehenes Glasrohr zwecks Einleitung der CO,, durch 
die andere Bohrung ein kurzes Glasrohr mit eingeschliffenem Hahn zwecks 
Entweichung der Luft. Die Dialysierhiilse wurde im Inneren der Eprouvette 
mit einem Glasring festgehalten. Der ganze Dialysationsapparat stand 
fortwahrend im Eisschranke, und sowohl das destillierte Wasser wie die 
CO, erneuerte ich zweimal taglich. Nach 4 Tagen bestimmte ich die Siéure- 
bindung des dialysierten Serums. Das genaue Verfahren ist bei Be- 
stimmung des diffusen Alkalis angegeben. Die Differenz zwischen der 
Saéurebindung des nativen und in CO,-Atmosphire dialysierten Blutserums 
ergab die aus 1 ccm Blutserum herausdiffundierte Alkalimenge. Diese 
Alkalimenge wurde mit dem Eiwei8prozent dividiert und, um die Ergebnisse 
auf 100 cem Serum zu beziehen, mit 100 multipliziert. Dadurch erhielt ich 
einen Alkali-Eiwei8quotienten, welcher bedeutet: wieviel Kubikzentimeter 
Alkali fallt auf 1 Proz. Eiwei8 in 100 ccm Blutserum, ausgedriickt in n/50 
Lauge. Es wire wiinschenswert gewesen, dieses Verfahren mit Mikro- 
ultrafiltration zu vergleichen. Ich war aber nicht in der Lage, dies durch- 
zufiihren, da mir, wie ich oben erwahnt habe, keine Apparatur zur Ver- 
fiigung stand. 


Der Alkaligehalt des Blutserums wurde bei 12 gesunden und 
24 kranken Kindern bestimmt. 


1) Bosdnyi und Czapé, diese Zeitschr. 158, 185, 1924. 
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2. Kranke Kinder. Unter: 


| Eiweis Der Alkaligehalt | = 
Diagnose von I ccm Blutserum | Quotient Reakt 
. I Proz. | com wird d 
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| Pleuritis exsudativa : 2,18 im gré 
Aen, ” | no Serum 
caucitis l] : : ° 

ai | 2.13 t Alkali 
2,33 Protei 
= ‘ ZUZUSC 
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2,28 ) Alkali 

19 | Typhus abdominalis 1,98 : hei li 
20 | Encephalitis } 2,57 iden 
21 = Chorea minor 2.51 , Zusam 
Osteochondrosarcom operiert . | 2,21 1 | 

=| Icterus himolyticus ... . . | 2.14 Reakt 
2% | Animia....-.....-. 1,95 27.4 bedeut 
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Aus der ersten Tabelle ist ersichtlich, daB sich der Alkaligehalt Diffus 
des Blutserums bei gesunden Kindern dem EiweiSgehalt entsprechend quotie 
zwischen weiten Grenzen bewegt, der niedrigste Wert ist 2,14 cem, der gesunc 
héchste 2,72 ccm, der Mittelwert 2,40 ccm. Der Alkaligehalt des Blut- 
serums ist also eine Funktion des EiweiBgehaltes. Der Alkali-EiweiB- 1) 


” 


] 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 





Alkaligehalt des Blutserums usw. 4l 


quotient schwankt zwischen 27,5 bis 32. Der nach dieser Methode 
festgestellte Gesamtalkaligehalt (freie + an die EiweiBkérper gebundene) 
von leem Blutserum ist mit 2,4ccm n/50 bzw. 4,8 ccm n/100 Lauge 
iquivalent, in 100 ccm Blutserum fallen aus dieser Alkalimenge auf 
| Proz. EiweiB im Mittel 30 ccm n/50, bzw. 60 ccm n/100 Lauge. Der 
Alkalinitétsgrad des Blutserums entspricht nach diesen Angaben einer 
0,048 n Lauge. Ich glaube, daB ein Teil des an die Eiwei®kérper ge- 
bundenen Alkalis trotz der langen Dialyse (in CO,-Atmosphire) in 
der Diffusionshiilse zuriickbleibt und die Werte etwas niedriger aus- 
fallen wie jene, die man mit der Ultrafiltration hatte erhalten kénnen. 
Diese die Wand der Diffusionshiilse nicht passierende Alkalimenge 
kann aber héchstens einen geringen Bruchteil des Gesamtalkalis bilden. 

Die wahre Reaktion des Blutserums ist trotz des hohen Alkali- 
gehaltes fast neutral. Diese Reaktionseigentiimlichkeit verdankt das 
Blutserum einerseits den Proteinen, andererseits der CO,. Nach den 
Untersuchungen von Rohonyi') betragt der freie Alkaligehalt von 
leem Serum bzw. Plasma 1,4 ccm n/100 Lauge. Die starke alkalische 
Reaktion, welche diese Laugenmenge als NaOH hervorrufen wiirde, 
wird durch die CO, abgestumpft. Die Natronlauge bildet mit der CO, 
NaHCO , welch letzteres dem Blutserum eine schwach alkalische 
Reaktion verleiht. Nach den Ergebnissen dieser Diffusionsmethode 
ist der Gesamtalkaligehalt von 1 ccm Blutserum mit 4,8 ccm n/100 Lauge 
iquivalent. Nehmen wir an, da8 aus dem Blutserum das EiweiB und 
die CO, volistandig fehle, dann wiirde die wahre Reaktion des Blut- 
serums mit der einer 0,048 n Lauge gleich sein. Die starke alkalische 
Reaktion wird aber einerseits durch die CO,, andererseits, und zwar 
im gréBten Teile, durch die Proteine geschwiacht. Von den in 1 cem 
Serum befindlichen 4,8 ccm n/100 Lauge paralysiert die CO, betreffs 
Alkalinitét nur 1,4 ccm, wahrend die Proteine 3,4 ccm paralysieren. Den 
Proteinen ist also im Blutserum eine gréBere reaktionsmildernde Wirkung 
zuzuschreiben als der CO,. Der freie Alkaligehalt des Serums (Na HCOs) 
hangt bei gesunden Individuen von der CO,-Tension, der gebundene 
Alkaligehalt (Eiwei8-Natrium) von der EiweiBmenge ab. Sowohl die 
beiden ersteren wie die beiden letzteren stehen miteinander im engsten 
Zusammenhang, sie verandern sich parallel, sonst wiirde die wahre 
Reaktion des Blutserums die physiologischen Schwankungsgrenzen 
bedeutend iibertreten. 

Die Tabelle der kranken Kinder zeigt uns klar, daB der mit der 
Diffusionsmethode feststellbare Alkaligehalt und der Alkali-EiweiB- 
quotient bei Tuberkulose, Pleuritis, Appendicitis geringer ist als bei 
gesunden Kindern. Auch in einem Falle von Pyelocystitis waren die 


1) Rohonyi, Miinch. med. Wochenschr. 50, 1920. 
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erhaltenen Werte der Tuberkulose usw. ahnlich. Es fragt sich nu 
worin die Ursache der Erniedrigung des Alkaligehaltes des Blutseruy, 
liegt ? Ist er tatsachlich erniedrigt oder ist die CO, bei Tuberkulose. 
Pleuritis usw. nicht imstande, das an die EiweiBkérper gebundene Alka); 
in dem MaBe frei zu machen, als wir es bei gesunden Kindern erfuhren 
Es bildet sich vielleicht eine gewisse Alkaliretention in der Diffusions. 
hiilse, welche sich der Bestimmung vollkommen entzieht ? Eine Herab. 
setzung der Alkalimenge des Blutserums kann aus zwei Griinden er. 
folgen: 1. Wegen der Verminderung des Bicarbonatgehaltes, 2. weger 
der Verminderung des gebundenen Alkaligehaites (EiweiB-Natrium) 
Den erhaltenen Werten ahnliche Schwankungen kommen im Bicarbonat. 
gehalt nicht vor. Dieser Befund kann also allein aus der Schwankun 
des Bicarbonatgehaltes des Biutserums nicht erklart werden. Wir 
miissen auch nach anderen Ursachen suchen. Es ist auffallend, dai 
die Verminderung des Alkaligehaltes des Blutserums gerade bei den. 
jenigen Krankheiten vorkommt, welche gewohnlich mit einer Globulin. 
vermehrung einhergehen. Vom kolloidchemischen Gesichtspunkt au 
sind wieder zwei Faktoren in Betracht zu ziehen. Erstens ist es méglich 
daB die Laugenbindungsfahigkeit der Globuline geringer ist als die der 
Albumine. Werden also im Blutserum die Globuline auf Kosten de: 
Albumine vermehrt, so vermindert sich die an die EiweiSkérper ge. 
bundene Alkalimenge, dies kommt wieder in der Herabsetzung de: 
Gesamtalkaligehaltes des Blutserums zum Ausdruck. Es kann aber 
auch eine andere Méglichkeit nicht vollstandig abgelehnt werden 
Wir wissen, daB die Globuline einen starkeren Saurecharakter aufweise: 
als die Albumine. Durch starkere Séure wird die Lauge fester gebunden 
die Wirksamkeit der CO, ist vielleicht bei den Globulin-Natriun- 
verbindungen gering. Die CO, mag aus den Globulin-Natriumverbin- 
dungen das Alkali nicht in dem MaBe frei zu machen als aus den Albumin. 
Natriumverbindungen. Im Falle einer Giobulinvermehrung wird i: 
der Diffusionshiilse mehr Alkali retiniert, als wenn sich der Albumin. 
Globulinquotient normal verhalt. Der Alkaligehalt ist nach der letzten 
Annahme nur scheinbar vermindert, vielmehr ist die Alkaliherabsetzung 
einem methodischen Fehler zuzuschreiben. Die erwahnten Fragen sind 
noch nicht experimentell entschieden, dies wird nur dann médglich 
sein, wenn reine, alkalifreie Proteine in dieser Hinsicht einer griind- 
lichen Untersuchung unterzogen werden. 

Bei anderen Erkrankungen wurde bei zwei schon in Heilum 
befindlichen Malarien, bei einem Typhus abdominalis, Chorea minor. 
Osteochondrosarcom (operiert), Icterus haemolyticus, Anaemie keine 
Abweichung von dem Normalwert gefunden. 
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Mikromethode der Amylasebestimmung. 


Von 
W. Engelhardt und M. Gertschuk. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei experimentellen und klinischen Untersuchungen wird fiir die 
Amylasebestimmung meistens die Methode von Wohlgemuth (1) an- 
gewandt, welche durch ihre relative Einfachheit und Schnelligkeit 
gekennzeichnet wird. Jedoch besitzt sie auch manchen Nachteil: 
Erstens wird dabei nur das Verschwinder der Jodreaktion beriick- 
sichtigt, wihrend biologisch die Zuckerbildung viel wicitiger ist ; diese 
zwei Prozesse verlaufen bei weitem nicht immer parallel und werden 
durch auBere Einfliisse bisweilen in gerade entgegengesetztem Sinne 
beeinfluBt [vg]. Holmbergh (2)]. Zweitens ist die Genauigkeit der 
Methode nicht sehr groB. Sicher kann der Endpunkt nur bei groben 
Abstufungen der Reihe bestimmt werden; bei feineren Abstufungen 
fallen die individuellen Schwankungen bei der Farbenschitzung zu 
schwer ins Gewicht. 

Speziell fix die Amylasebestimmung im Blute scheint die Methode 
wenig geeignet — sie erfordert bedeutende Mengen Serums (als Blut 
berechnet also noch doppeit so viel) —, es wird auch die Bestimmung 
dadurch erschwert, da8 die Proteine des Serums nicht unbetrichtliche 
Mengen Jod binden. Als Hauptnachteil bleibt aber auch hier die un- 
geniigende Genauigkeit der Bestimmung. 

Wir suchten deshalb eine Methode auszuarbeiten, aie Kleine Mengen 
Ausgangsmaterial erfordert und bei méglichster Einfachheit geniigend 
genaue quantitative Resultate ergibt. Dabei sollte nicht die Depoly- 
merisation der Starke, sondern ihre Verzuckerung ins Auge genommen 
werden. 

Die neuerdings vorgeschlagenen nephelometrischen Methoden von 
Rona und Eweyk (3) und von Paechtner (4) lassen wohl kaum zu wiinschen, 


was Einfachheit und Genauigkeit betrifft. Doch setzen sie die Anwendung 
eines recht teueren Instrumentes — eines Nephelometers oder Dubosq- 
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kolorimeters — voraus, auch ist das Substrat nicht so leicht im gewiinschten 
Reinheitsgrad zuganglich. Fiir eine Mikromethodik, besonders fiir die 
Bestimmung der Blutamylase, ist das Prinzip wahrscheinlich itiberhaupt 
nicht anwendbar. 

In der Literatur konnten wir nur in der Arbeit von Fyje (5) einen 
Versuch auffinden, eine derartige Methodik auszuarbeiten. (Wir sehen 
hier von den ziemlich zahlreichen Arbeiten ab, wo gréBere Mengen 
mehrere Kubikzentimeter — Blut bzw. Serum angewandt wurden.) Der 
genannte Autor stellte seine Versuche so an, da8 zwei Blutproben zu je 
0,2 cem mit 1 cem 0,1 proz. Starkelésung versetzt wurden, in der einen der 
Zuckergehalt sofort, in der anderen nach \%stiindigem Verweilen im Thermo- 
staten nach Mc Lean bestimmt wurde. Die Differenz gab die von der 
Amylase gebildete Zuckermenge an. Leider fiihrt der Autor keine Daten 
iiber die Genauigkeit seiner Methode an, auch nicht iiber die Proportio. 
nalitaét zwischen Fermentmenge und Stairkeabbau; es wird auch nicht fiir 
die Erhaltung einer geeigneten [H'] gesorgt. AuBSerdem sind auch hier 
die erforderlichen Blutmengen nicht sehr gering —- 0,4ccm aus einem 
Fingerstich zu gewinnen, ist nicht leicht und fiir den Patienten recht 
schmerzhaft '). 


Wir stellten uns die Aufgabe, mit méglichst k'einen Blutmengen 
zu arbeiten. Als solche Blutmenge wahlten wir 20 cmm, wie sie bei 
der tiberall gebrauchlichen Hamoglobinbestimmung nach Sahli ent- 
nommen wird. Von dieser Blutmenge ausgehend, wurden alle tibrigen 
Bedingungen untersucht, um die optimalen Verhaltnisse aufzufinden 
und somit die gré8ten Ausschlige und auch die héchste Genauigkeit 


zu erzielen. Zur Zuckerbestimmung wurde die auBerordentlich exakte 
und zuverlassige Methode von Hagedorn-Jensen (6) angewandt. Alle 
Vorversuche wurden mit Kaninchenblut ausgefiihrt. Die Zahlen der 
Tabellen bedeuten stets die Mengen reduzierenden Zuckers, als Glucose 
berechnet. 


I. Einflu8 der Substratkonzentration bei variierten Fermentmengen. 


Es muBte von der Methode verlangt werden, daB die wahrend der 
Versuchszeit gebildeten Zuckermengen zu den vorhandenen Ferment- 
mengen in einem bestimmten Verhiltnis stehen, am besten derart, 
daB sie ihnen direkt proportional seien. Eine derartige Proportionalitat 
besteht bekanntlich nur bei einem gewissen Verhaltnis zwischen Enzym- 
und Substratmengen. Die erste Aufgabe war daher, dieses giinstigste 
Verhiltnis festzustellen. 

0,5cem Kaninchenblut werden mit 24,5 ccm destillierten Wassers 
verdiinnt. Von dieser Lésung werden fallende Mengen, 7,5, 5, 3,75 und 


1) Anmerkung bei der Korrektur. Als vorliegende Arbeit bereits im 
Druck war, erschien die Arbeit von L. Lorber (diese Zeitschr. 163, 480, 1925), 
der ebenfalls eine Mikromethode zur Amylasebestimmung vorschlagt. Es 
gelten beziiglich dieser Arbeit dieselben Bedenken, welche gegeniiber der 
Arbeit von Fyfe hervorgehoben worden sind. 


Tabelle I. 
We «ind die Rlutmence von 20 emm und die ihr entsprechende Zuckermenge zu 100 Proz. gesetzt. 





6 2zz0 «2670 gst | ILro | | iat 2900 | Le10, TTT: = OLOO 
oor 9st'0 = Stz'0 oor | ger‘o oor, 22400 «| «Tero O9e'T 690°0 | 99°T 


i} P ‘ } 


18 oso | F0s'0 e. = 0010 él zs0'0 |, «YOO, OFT | F900 | GOT =e 
19 elo = s9T'0 8 = $900 o'r Lb | CFEO'0 | r00 | seI | Os00 IL O89 


"201g | gm | fia | ‘201g : "201g | fur “fu Su . | ‘20mg | mm 


ene | | zu3194\ B[Ne zur2yI Puen Bynes Bynes 
zua2y iC +yWES95) u2s24'd syuBsa‘) po es B10 ee) po sen pr 


19497 194907 1949NZ | Buswynig 





























wapung ¢ Y*N wapunig Z 4>*N apunig | YVR 140405 





‘zyesnzleyng ouyOQ “Bunurunyseg oid Zur g‘{ ‘yonsseA oad Bur g*z oysedg (q 


vit = se‘ | FOTO, oO | gor 6OStIO | FSO | 960 | GIL | 6800) = eat | art | 9900 | z9' 

oor izo | L410) oor | oor «FIO. «LTO «FOr | «(OO ceo'o—stet'O. et = 980 89° 

oor §=6tzr‘o | 890 OT | 6 S| aet'o) bre || 88 «| 9900 | elo) get | LIO.O ELT 

7 | «tO eerO OTT = 88 L600 | 6z1'0 | wt 669 S| aa0'0 | F800 ze't «= ze0'0 IST 

"201g Bur ' su ‘204d | Bu Bur | "2034 fu fur Bu 

oe ZUdI9HIC =. yess | ty zus2yK - sauan 184]N8 2U9I9 IC] gaan yeyins yeyins 
{| sory, ——| sow, + | OME | PRZ | ONL 


194907 49ynZ | 19497 | Buow yng 


uspuns ¢ GUN | uapunys Z YWN apungs | EVN Hoyos 











F 
5 
5 
5 
5 
i 
3 
s 
s 
8 
$ 
: 
e 
| 
= 




















‘2yesnzZleyjng euyQ ‘Zunurunjsog oid Zur], ‘yonsie, ord Burg oysnig (8 
"9290807 °Z01g OOT NZ oSucuLex0NZ epucoyoordsque Ay orp pun urUID OZ UOA oFuCUIGNI_ eIP palm sy 


“T 9edo 





n 
setzt | 
reduzi 

l 


\nsatz 
renau 


Samtl 
Wie 
reduk 


eine | 
entsp! 
meng 
tratic 


Russis 
Zucke 
bei A 
ZWisc 


his Zu 
jecm 
weitere 
Jede ] 
hydro: 
wenig 
drei v 
schied 
Die 


95 cK 
NaCl-1 


ctl 11z0 7620 6e 0 RU Zito £60 160 Is0 0 
Lez Oo OOF 0 SEO ool get 0 61z0 LLO Ool ILO'0 FELO FET £900 FT 
LL zo etvo | HO OL < OT'siOLTO OT LS, SNOT, FET | 190) GOTT 


‘Zolg | fu 8w fur "203g Bu Su 

: SuleeEN] || ao yey] lc] oe 3B4/NS  guavegig || yeyyns By/NS 
vonienats | oe, |}— ee ae ol _ aayonz 

19997 19yonzZ ofuauy nig 





wapung ¢ YPN uapumg 7 YRN apunig | YN 


ertschuk : 





‘2yesnzZ1ejjng ouyQ ‘“Sunwungseg oid Zur g ‘yonsso, od Zur gy], eyxIyIg (p 


M. ¢ 


zal eez'0 | 0670 «OFO aa Isto = 8&0 L9'0 rel 160°0 | sti‘o || ort L900 LOT 


001 ta‘o | SO bez‘o 690 oor | ozo =6ezto. «6OT | «(Oot | «ago. ~— sito | get Le0'O | EL’ 
zs re1'0 «= S610 Ss O60 SL | 8600 ogo I1Zt | @ 9900 =: LOO'OD—soGF'T 1r0'O | OL'T 


#¢ 1010 = 6810 sTZ'T Lg coo «OLT'Os eT || Le | 6800 | LLO'O, ost = 8800 | BLT 


- 
= 
ry 
4 
£ 
4 
s 
a 


"203g Bin Bu *203q fur 8a ‘201g | Sur Bu 
maou ae 
Zaa19 IC ues) ZUd9 IC] 


os ae | 7 
—_ ywyINs zua2 91 on ie 384/NS ywyns || 
L ne A ewe | coy —~_ sop, 299"Z co uy I 
I99ONT i9yonz 19yNZ 


uspumsg ¢ YN urpungs 7 WRN epunys | WowN 340j50¢ 





| @#ucwynig 











‘Zyesnzlojjng euyQ “Bunurunyseg oid Zui QZ ‘yonsseA oid Burg] exrwig (0 








Mikromethode der Amylasebestimmung. 47 


25cem, in vier kleine Kolben abgemessen und dazu je 5cem 0,25proz. 
NaC l-Lésung, 5cem 2proz. NaF-Lésung (als Antiseptikum) und Wasser 
bis zu einem Gesamtvolumen von 20 ccm gegeben. Nach Zusatz von je 
jeem Staérkelésung wird gut durchgemischt und den Gemischen sofort 
je 5eem zur Zuckerbestimmung entnommen, worauf die Kolben verkorkt 
ind in den Thermostaten bei 37° gestellt werden. Jede Stunde werden iiberall 
weitere Proben zu 5 cem entnommen und darin der Zuckergehalt bestimmt. 
Jede Probe entspricht 30, 20, 15 bzw. 10cmm Blut. Die sofort nach dem 
\nsatz entnommene Probe gibt den urspriinglichen Zuckergehalt an. Er 
etzt sich aus dem Blutzucker und den stets der Starke beigemengten 
reduzierenden Substanzen zusammen. Die Zuckerbestimmung geschah 
genau nach der Vorschrift von Hagedorn-Jensen: Proteinfaillung mit Zink- 
hydroxyd im Wasserbad, Filtrieren durch gut ausgewaschene Watte usw. 
Simtliche Versuche wurden mit Merckscher léslicher Starke ausgefiibrt. 
Wie uns speziell angestellte Versuche zeigten, hingt die Zuckerbildung 
wenig von der Starkesorte ab; wir erhielten z. B. bei einem Versuch mit 
drei verschiedenen Stairkesorten — von Kahlbaum, von Merck und vom 
Russischen Reichsgeschaft fiir Laboratoriumsbedarf — genau die gleichen 
Zuckermengen. Dagegen enthalten die verschiedenen Stiarkesorten ver- 
schiedene Mengen reduzierender Substanzen beigemengt. Diese Eigen- 
reduktion der Starke ist am héchsten bei der Kahlbaumschen: 3 mg geben 
eine Reduktion entsprechend 0,111 mg Glucose; 3mg Mercksche Starke 
entsprechen 0,031 mg, und 3 mg russischer Starke 0,020 mg Zucker. 


Wie aus den Zahlen der Tabelle I zu ersehen ist, besteht bereits 
bei Anwendung von 2mg Starke eine befriedigende Proportionalitat 
zwischen den jeweiligen Fermentmengen und den gebildeten Zucker- 
mengen. Wir hielten es aber fiir wiinschenswert, die Substratkonzen- 
tration etwas héher zu nehmen, nimlich 3 mg fiir jede Bestimmung. 
Die Abhiangigkeit der gebildeten Zuckermenge von der Substrat- 














7 2 
Zeit in Sturder 
Abb. 1. 


1 10cmm Blut. Il 15 cmm Blut. 
W120 =. ‘ Vn . ° 


konzentration bei konstanter Fermentmenge ist aus Tabelle II und 
Abb. 2zuersehen. Der zeitliche Verlauf der Starkespaltung ist in Abb. 1 
wiedergegeben; die Zahlen hierzu sind der Tabelle Id entnommen. 
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Tabelle 11. 


Blutmenge 20 cmm. Endkonzentration an NaCl und NaF 0,05 bzw. 0,2 Proz. 
Ohne Pufferzusatz. 





Sofort ‘Nach . 2 Stunden 
Starke fir jede ie Zucker 
Bestimmung Tie Zucker ba | Goan | 
sultat sulfat Differenz 
menge 


mg mg mg 








1,84 0027 | I) 0,157 0,130 
1,76 0,041 0,82 | 0209 0,168 


1,73 0,047 0,73 | 0,226 0,178 
1,65 0,061 0,60 0,251 0,190 


Il. p,-Optimum der Blutamylase. 


Um das paxa-Optimum festzustellen, wurden folgende Versuche 
engestellt : 


In fiinf Kolben von 50 ccm Inhalt gelangen je 5cem Kaninchenblut 
in Verdiinnung | : 50; 5 cem einer NaCl-NaF-Lésung, enthaltend 0,5 Proz 
NaCl und 2 Proz. NaF; 10 ccm m/15 Phosphatpuffer ; zuletzt 5 cem 0,3 proz 
Starkelésung. Es werden zur Bestimmung 5 cem entnommen und in Probier 
réhrchen iibertragen; letztere enthalten so bemessene Mengen primiirer 
bzw. sekundaérer Phosphatlésung, daB beim Vermischen mit der Probe 
stets p,, 6,7 resultiert. Es werden 5 ccm 0,45proz. ZnSO, und | cem n 10 
NaOH zugesetzt und auf 3 Minuten ins Wasserbad gestellt. Zucker. 
bestimmung wie gew6hnlich. Sorgt man nicht fiir ein geeignetes p,, bei 
der Proteinfaillung, so kann letztere miBlingen. 


Tabelle 111. 


Versuch 1. 





Sotort Nach 1 Stunde | Nach 2 Stunden | Nach 3 Stunden 


t | Zucker: | | Zucker | | Zucker 
Thios| Zucker | Thios|Gesamt.| Dit || ThiO* Gesamt-| Dits || ThiO*| Gesamt-) Dit 
sultat | sultat “menge ferenz |S¥!tat_ menge | ferenz| S¥!fat |) menge _feren: 


mg | mg | mg | mg | mg mg | im 





Pitlee || 1,69 1,41 0,104 0,048 | 1,14 | 0,152 0,096 0,99 0,179 0,123 


55 1,70 1,49 0,090 0,034 1,30) 0,124 | 0,068) 1,28) 0,127 0,071 
6,1 1,68 1,36 0,113 0,057. 1,07 0,164 | 0,108) 0,95 0,186 | 0,130 
6,7 | 1,67! 1,35) 0,115 0,059 1,00 0,177 0,121 0,83 0,208 | 0,152 
7,3 | 1,68 1,39 0,108 0,052 1,11 0,157 |0,101 |0,97 0,182 0,126 


Mittel 1,68 | 0,056 





ale 
Clar 
fallu 


—_—— 
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Versuch 2. 


Ansatz wie oben, jedoch als Antisepticum wurde anstatt NaF Toluol 
angewandt. NaCl-Endkonzentration 0,1 Proz. Puffergemische nach 
Clark hergestellt, aus m/10 K,H PO, und n/10 NaOH. Vor der Protein- 
fallung stets auf p,, 6,8 gebracht. 





Sotort 


Thio- Zucker Thios | Thios 
sulfat sultat 


mg | mg mg 


1,56 0,054 0,97 
63 1,56 0,150 0075 0,85 
68 1,56 0,141 0,066 1,02 
7,3 1,58 0,102 0027 131 
7,8 1,60 0.079 0,004 = 151 
ihe Mittel 1,57 | 0,075 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Die Resultate dieser Versuche sind in Abb. 3 und 4 graphisch dar- 
gestellt. In Ubereinstimmung mit zahlreichen Bestimmungen fir 
tierische Amylase [Rona und Eweyk, |.c., v. Euler, Myrbdéck und 
Karlsson (7) u. a.) finden wir auch fiir die Blutamylase das p,-Optimum 
zwischen py 6,3 und 6,8. Alle weiteren Versuche wurden demgemaB 
unter Zusatz von m/15 Phosphatpuffer (2 primar : | sekundar) durch- 
gefiihrt. Bei diesem p, wurde auch die optimale NaCl-Konzentration 
bestimmt. 

Biochemische Zeitschrift Band 167. 
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Tabelle III. Einflu8 der NaCl-Konzentration. in d 
Blutmenge 20cmm pro Bestimmung; Phosphatpuffer p, 6,5. und 
|  Sofort || | NachIStunde _—|i Nach 2 Stunden 
ag | . | Zucker i" Zucker 
k ion || Thios | Zucker Thios | | Thios | 
sass casa I sulfat ate sulfat i —— Differenz sulfat | — Differenz 
mg —— mg 














0,036 | 1,24) 0,134 | 0,078 
0,087 | 0,73 || 0226 | 0.170 
0,098 | 0.54) 0.262 | 0.206 
0.117 | | 0296 | 0240 
0,116 045 | 0,280 | 0/294 
10 = 368; | 0,116 48 || 0,274 0,218 
Mittel | 1,68 | 0,056 | 
Konzentrationen iiber 0,1 Proz. rufen keine weitere Beschleunigung 
der Amylasewirkung hervor, es wurde deswegen diese NaC!-Konzen- 
tration als optimale fiir die Methode gewihlt. 





Ill. Methodik der Amylasebestimmung im Blute. 

Auf Grund obiger Ergebnisse schlagen wir folgende zwei Modi- 
fikationen der Amylasebestimmung vor: 

1. Fiir experimentelle Arbeiten (Untersuchung der Kinetik, zeit- 
licher Verlauf der Reaktion, Enzymvergiftungen usw.) bemiBt man den 
Ansatz so, daB fiir jede Bestimmung je 1 cem 0,3proz. Starkelésung, 
leem Enzymlésung (z. B. Blut 1:50), 2ccm m/15 Phosphatpuffer 
mit NaCl-Zusatz und Wasser oder etwaige Reagenzien bis zu einem 
Gesamtvolumen von 5 ccm gelangen. 

2. Fiir klinische Zwecke: Erforderliche Lésungen: 1. Taglich frisch 
bereitete 0,3proz. Starkelésung. 2. m/15 KH,PO,-Lésung mit NaCl- 
Zusatz, enthaltend 9,078 KH,PO, und 4,5 NaCl im Liter. 3. m/15 
Na,HPO,-Lésung, enthaltend 11,876 Na,HPO,.2H,O im Liter. 
(Anstatt der Lésungen 2 und 3 kann man auch eine m/10 KH,PO,- 
Lésung, enthaltend 13,616 KH,PO, und 4,0 NaCl im Liter und eine 
gewohnliche n/10 NaOQH-Lésung gebrauchen.) 4. Alle Lésungen, ‘ic 
zur Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen erforderlich sind. 

Die Phosphatlésungen werden am besten gesondert aufbewahrt 
und zum Gebrauch im Verhi!tnis 1 Tei] Natriumphosphat zu 2 Teilen 
Kaliumphosphat vermischt. Will man nach Clark mit KH,PO, und 
Lauge arbeiten, so setzt man zu je 50,0ccm der oben angegebenen 
m/10 KH,PO,-Lésung 16,6 ccm n/10 NaOH hinzu. 

Aus der Fingerkuppe werden mittels einer Mikropipette (0,1 ccm 
in 0,001 geteilt) 0,06ccm Blut entnommen und in eine Probierréhre 
mit 3ccm destillierten Wassers tibertragen, die Pipette wird mit dem 
Wasser durchspilt. Nach erfolgter Haimolyse (etwa 10 Minuten) werden 
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in das Probierréhrchen 3ccm Puffergemisch gegeben, gut vermischt 
und aus dem Gemisch je 2 ccm in zwei weitere Probierréhrchen tiber- 
tragen. Diese dienen zum eigentlichen Versuch (zwei Parallelbestim- 
mungen), wahrend der im ersten Probierréhrchen zuriickgebliebene Rest 
als Kontrolle dient. Die zwei letzten Probiergliser werden mit je 1,0 ccm 
0,3proz. Starkelésung versetzt, durchgemischt, ein Tropfen Toluol 
hinzugefiigt, verkorkt und in den Thermostaten bei 37° gestellt. Zu 
der Kontrollprobe werden 5 ccm 0,45 proz. ZnSO,, 1 ccm n/10 NaOH, 
dann lecm Starkelésung zugesetzt und durchgemischt; die Probe 
wird sofort (um etweige Starkespaltung zu vermeiden) in das bereits 
kochende Wasserbad gestellt. Nach 3 Minuten wird die Probe heraus- 
genommen, abgekiihlt und in itiblicher Weise nach Hagedorn-Jensen 
der Zuckergehalt bestimmt. Die Versuchsproben werden nach 2 Stunden 
aus dem Thermostaten herausgenommen, mit ZnSO, und NaOH 
versetzt und gleichfalls auf ihren Zuckergehalt untersucht. Die Differenz 
zwischen dem Zuckergehalt der Versuchsproben und demjenigen der 
Kontrolle gibt die Menge des von der Amylase gebildeten Zuckers 
an. Die Parallelversuche sollen bei sorgfaltiger Arbeit nicht mehr als 
um 10 bis 15 Proz. differieren. 

Verfiigt man nicht tiber eine Mikropipette oder will man mit noch 
kleineren Blutmengen auskommen, so kann man auf die Parallel- 
bestimmung verzichten und sich zur Blutentnahme einer 20-cmm- Pipette 
vom Sahlischen Himometer bedienen. Dann mift man in zwei Probier- 
réhren je 1 ccm Wasser ab, tragt in jedes die mit der Pipette aufgefangenen 
20 cmm Blut ein, laBt hamolysieren, fiigt je 1 com Puffergemisch hinzu, 
stellt die eine Probe nach Starke- und Toluolzusatz in den Thermostaten 
und verarbeitet die andere als Kontrolle, wie oben beschrieben. 

Das Blut kann nach der Entnahme langere Zeit stehen, ohne daB 
die Amylaseaktivitat merklich beeinfluBt wird. Wir konnten gelegentlich 
sogar nach 24 Stunden langem Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
eine nur ganz geringe Abnahme der Enzymaktivitaét beobachten. 


IV. Amylasebestimmung im Speichel und Harn. 


Obige Methode ist sehr gut auch fiir die Amylasebestimmung in 
Speichel, Harn usw. anzuwenden. Beim Untersuchen des Speichels 
oder des Harns ist sie besonders bequem, da wegen der starken Ver- 
dimnung und des geringen EiweiBgehaltes (abgesehen von Nephritis- 
fallen) die Proteinausfaillung und das Filtrieren ganz wegfallen. Es 
werden die 3ccm Blutlésung durch 3ccm Harnlésung (1: 100) oder 
Speichelverdiinnung (1: 25000) ersetzt und, wie oben beschrieben, 
nach Pufferzusatz auf drei Probierréhren zu je 2ccm verteilt. Zur 
Zuckerbestimmung fiihrt man den Inhalt der Probierréhren (ohne 
Zn80O,- und NaOH-Zusatz und ohne Filtrieren) in das GefaéB, in dem 


48 
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die Reduktion vorgenommen wird, tiber und spiilt die Probierréhrey 
zweimal mit je 3ccm Wasser nach. Es scheint uns nicht ratsam, die 
Reduktion direkt im Versuchsgefi8 vorzunehmen. 

Um einen Vergleich des Amylasegehaltes verschiedener Fliissiy. 
keiten zu ermdglichen, schlagen wir vor, die gefundenen Zuckerwerte 
mit dem Verdiinnungsgrad der zu untersuchenden Filiissigkeit 2, 
multiplizieren und in Milligrammen auszudriicken. Erhalten wir z. B. 
bei einem Versuch mit Blut im Hauptversuch 0,134 mg Zucker, in 
der Kontrolle 0,056 mg, so ist der Zuckerwert 0,078 mg. Die Ver. 
diinnung ist 50fach, der Amylaseindex (A I) also 0,078 x 50 = 3,90 
Fir die Harnamylase erhalten wir etwa doppelt so hohe Werte wie fiir 
die Blutamylase, fiir die Speichelamylase sind sie 300- bis 1000ma! 
héher als beim Blute. Es erstrecken sich unsere Erfahrungen beziiglich 
der Harn- und Speichelamylase vorlaufig nur tiber einzelne Versuche, 
so daB die angefiihrten Werte nur zur Orientierung iiber die GriéBen. 
ordnung dienen sollen. 

Bevor wir als Belege einige Versuchsergebnisse anfiihren, méchten 
wir ausdriicklich betonen, daB zum guten Gelingen der Versuche grobe 
Sauberkeit der Versuchsgerite unbedingt nétig ist. Ganz besonders 
muB man darauf achtgeben, daB auch nicht die geringsten Spuren 
Speichel beim Abmessen der Lésungen in die Pipetten gelangen. Schon 
0,02 emm wiirden den Vérsuch vereiteln. 


1. Fehlergrenze der Methode. Acht Parallelversuche mit derselben Blutlésung. 





Zuckergehalt 
me | 


Hauptversuch 1,117) 0. 117) 0,127; 0,113) 0, on 0,115) 0, 124) 0, 134] 
| Kontrolle . . 0,059 
Differenz . . | 0,058 0,058) 0,068) 0,054 0,060 0,056 0,065) 0,075. 


| Abweichung 
Mittelwert = ‘ "0,004 —0,004) +0,004 —0,008|—0,002'—0,006 +0,003) +0,013} 


eeeeniedi 0,122 0,117) 0117 0,120 0,117) 0,117| 0,116 aaa | 


Kontrolle . . | 0,056 
0,061 0,061 0,064, 0,061| 0,061) 0,060} 0,064 


Differenz . . 0.066, 
Abweichung v. 
“Mittelwert **: £0,004 0,001/- 0,001] +0,002; ~0,001 | -0,001|-0,002| + 0,002 


Heuptversuch nae 0,134 0,146 0,141 0,141) 0148 0,136] 0,146 
| Kontrolle . «| 


Differenz . . Dea! 0,082, 0,094 0,089 0,089) 0,093 0,084; 0,094 


A bweich 
Mittelwert = = 0,003 —0,007 +0,005| +0,0 ‘400 +0,004|- 0,005} +0,005 


Versuchs- 
person 


| 








Mitte! 0.089 | Mitte! 0.062 | Mittel 0,062 





conus. 0,13 -o,n19 0,111) 0,110 0,110 0,111) 0,106) 0,106 
0,059 


0,054 0,051, 0,052| 0,051, 0,051. 0,052 0,047, 0,047 
Mittelwert. . +0,003\+0,0 |+0,001/+0,0 +0,0 +0,001'—0,004 —0,004 


i v. 





Mitte! 0,051 
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2. Amylasebestimmungen an verschiedenen Personen. 





Zucker 


Kontrolle Hauptversuch ory Amylaseindex 


mg mg mg 


0,048 0,152—0,141 0,098 4,90 
0,056 0,134—0,124 0,073 3.65 
0,063 0,108—0, 106 0,041 2.05 
0,063 0,102—0,099 0,037 1,85 
0,056 0,155 0,099 4.95 
0,057 0,124—0,120 0,065 3,25 
0,052 0.172—0,166 0,117 5,85 


3. Amylasebestimmung im Harn. 





Zucker 


Kontrolle Hauptversuc 5 Differenz Amylaseindex 
mg mg | mg 
a) Harnverdiinnung 
1: 50 0,104 0,300 0,196 9,80 
1: 100 0,066—0,063 0,159—0,161 0.096 9.60 
b) Harnverdiinnung 1 ; 100 
Ohne Proteinfallung 0,059 0,184—0,200 0,133. | 6,65 
Mit Proteinfallung 1 0,056 0,200—0,195 0,142 | 7,10 


4. Amylasebestimmung im Speichel. Ohne Proteinfallung. 
Acht Parallelversuche. 





Zucker in mg 


Speichel {| Hauptversuch | 0,127 (0,117,125 0,1170,124/0,122)0,12710,11 

verdinnung )/ Kontrolle . . | 0,043 

1: 25000 || Differenz . | | 0,084 '0,074/0,082 0,074 0,081/0,079 
Amylaseindex: 1975,0 


€ 

’ | Mitte 
07s 

0,0840,076 [°° 
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Eine Multimikroelektrode zu gleichzeitiger »,,-Bestimmung 
in vielen und verschiedenen Objekten. 


Von 


B. Solowiew. 
(Aus dem Pathologisch-anatomischen Institut zu Kiew.) 
(Eingegangen am 15. Oktober 1925.) 
Mit 2 Abbi'dungen im Text. 


Zur Messung der Wasserstoffionenkonzentration auf elektro. 
metrische Weise wurde von vielen Autoren eine groBe Anzahl von 
Wasserstoffelektroden der aller verschiedensten Konstruktion vor- 
geschlagen, wobei jedoch jeder Apparat im besonderen zur p,-Be- 
stimmung gleichzeitig nur in einem einzigen Objekt dient. Die py-Be 
stimmung mit ein und derselben Wasserstoffelektrode gleichzeitig in 
einer ganzen Reihe von Objekten wire sowohl mit Ersparnis von Zeit 
verbunden, welche zu verschiedenen Handgriffen beim Ersetzen des zu 
untersuchenden Objektes durch eine neue Probe notwendig ist, als 
auch mit dem Bediirfnis, die p,-Bestimmung in vielen Proben unter 
ein und denselben Versuchsbedingungen auszufiihren. Zum genannten 
Zwecke haben wir das Modell einer Multimikroelektrode konstruiert. 
welche zu gleichzeitiger py-Bestimmung in vielen und verschiedenen 
Objekten dienen kann, wobei jede zu untersuchende Probe von sehr 
geringer Menge sein kann (z. B. ein Tropfen). 

Die Konstruktion dieser Elektrode, welche mit der von Lehmann’) 
zur py Bestimmung in einer geringen Menge von Fliissigkeit vorge- 
schlagenen in Zusammenhang steht, ist in der Hauptsache folgende 
(s. Abb. 1 und 2). 

Ein hohler Glaszylinder A und die Basis B stellen die zwei Haupt- 
teile der vorliegenden Elektrode dar. Der Zylinder A hat (in der Elek- 


1) G. Lehmann, diese Zeitschr. 189, 213, 1923. 





trot 
inn 
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trode auf Abb. 1 und 2) einen lichten Durchmesser von 7 cm und eine 
innere Héhe von 3cm. Die obere Offnung des Zylinders ist mit einem 




















paraffinierten Holzstopfen dicht verschlossen, in dem sich eine Reihe 
von Durchbohrungen zur Einfiihrung der Platinelektroden Pt, eines 
Glasréhrchens, welches einem KCl-Agarheber H als Fihrung dient, 
eines Thermometers 7' und eines Glasréhrchens zur Gaszufuhr d befinden, 
wobei durch dieses letztere das Gas von unten nach oben einstrémt. 
In diese Offnungeén ,sind kurze Glasréhrchen mit Gummimuffen m 
eingelassen, welche rasche Manipulationen mit der Platinelektrode 
gestatten und gleichzeitig vollstandig hermetischen VerschluB des 
Apparates garantieren. Die beschriebenen Stellen fiir die Platin- 
elektroden sind numeriert, und auf diese Weise ergibt sich bei der Auf- 
stellung des Glaszylinders A auf die Basis B stets das Zusammen- 
treffen der Platinelektroden mit den unten beschriebenen Glastischchen 6} 
fiir die zu untersuchenden Proben. Die Basis B stellt einen paraffinierten 
Holzstopfen (besser aus Ebonit) dar, welcher der unteren Offnung des 
Glaszylinders angepaBt und fest in den Support eingeschmolzen ist, 
dieser letztere gibt die Méglichkeit, den Apparat auf jedem beliebigen 
Stativ zu befestigen. Dieser Stopfen driickt sich vermittelst dreier 
Bolzen k eng an den Glaszylinder an. An dem Stopfen, der bei unserem 
Modell einen Durchmesser von 8cm hat, ist ein Paraffinzylinder c 
von 65cm Durchmesser und lem Héhe fest angebracht. In das 
Zentrum des Paraffinzylinders ist ein Glasschilchen e zur Anfiillung 
mit gesittigter KCl-Lésung eingelassen, und an der Peripherie sind 
Glasplittchen (Tischchen) 6 von 1,2 x 1,2cm GréBe eingeschmolzen. 
Das Paraffin (héherer Schmelzpunkt) wurde gewahlt als eines der 
besten Dielektrika. Zwischen dem Schilchen e und den peripherischen 
Plittchen 6, die zur Aufnahme des zu untersuchenden Objektes n 
dienen, befindet sich eine kleine Paraffinwelle von 0,5 cm Héhe. Durch 
den beschriebenen Stopfen wird eine gebogene Glasréhre g eingefiihrt, 
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die zur Gasableitung dient, und zwar so, daB das Gas durch das Ro}; 
seitlich von dem Paraffinzylinder ausstrémt. Zwischen dem unteren 
abgeschliffenen Teile des Glaszylinders und dem beschriebenen Stopfe1, 8 
befindet sich eine Gummizwischenlage, die zum hermetischen Versch|ui 
des Apparats dient. Die GréBe der Elektrode ist beliebig. Im speziellen 
gehéren die oben _ beschriebeney 

GréBenmaBe des auf Abb. 1 und 2 

dargestellten Apparats zu einer Elek. 

trode, die zu gleichzeitiger p,-Be 

stimmung in acht Proben geeignet jst 

Die Beschickung des Apparats ist 

recht einfach. Das Glasschalchen e wird 

mit gesattigter KCl-Lésung angefiillt 

Die zu untersuchenden Proben » 

werden auf die Glastischchen 4 

gebracht. Die diinnen Glasréhrchen / 

die rechtwinklig gebogen und it 

KCl-Agar angefiillt sind (KCl-Agar-. 

heber), werden bis zur Ausfiihrung 

des Versuchs in gesittigter K Cl-Lésung 

aufbewahrt, abgetrocknet und in de 

Weise der Welle aufgesetzt, daB das 

eine Ende die zu untersuchende Probe » 

beriihrt und das andere die Fliissig- 

ass keit in dem Schilchen e. Dann setzt 

man den Glaszylinder A auf die 

Basis B, befestigt ihn mit den Bolzen &, fiihrt in die entsprechenden 
Stellen die Platinelektroden Pt ein, dann den KCl-Agarheber H 
zur Verbindung der Fliissigkeit in dem Schilchen e mit de: 
analogen Fliissigkeit in dem GefiB, in welches das Ende de: 
Kalomelelektrode eingetaucht ist. Hierauf fiihrt man das Thermo. 
meter Tein und verbindet schlieBlich das Réhrchen d mit der Gas- 
quelle, das Réhrchen g aber mit dem WasserverschluB, der di: 
Passiergeschwindigkeit des Gases genau regulieren laéB8t. Die Platin- 
elektroden!) Pt werden in die Kette mit Hilfe von Leitungsdrahten, 
die mit Silberdrahtenden versehen sind, eingeschaltet; diese werden 


1) Die gebrauchlichen Platinelektroden stellen Glasréhrchen dar, «ie 
an einem Ende verlétet sind, wobei der eingefiihrte Platindraht iiber das 
verlétete Ende des Réhrchens um 1 cm hinausragt, und das innere Ende 
des Drahtes ist amalgamiert. Das Réhrchen wird bis zu 1 cm Hohe mit 
Quecksilber angefiillt, welches noch mit einer diinnen Schicht von Petroleum 
bedeckt wird, um die Bildung von Belag an der Oberflaiche des Quecksilbers 
zu verhiiten. 
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in das Quecksilber getaucht, welches die Réhrchen a anfillt. Mit Hilfe 
des Umschalters wird eine hintereinanderfolgende Schaltung jeder 
einzelnen Platinelektrode Pt erzielt. Alle vom Umschalter ausgehenden 
Leitungsdrahte sind numeriert und gut voneinander isoliert. Die 
innerhalb der Elektrode sich befindende Schale e mit KCi-Lésung 
schlieBt die Méglichkeit des Austrocknens des Objektes aus. Die vor- 
liegende Elektrode dient, wie aus der Beschreibung ersichtlich, zur 
py-Bestimmung bei konstantem Gasstrom. Bei Messung von CQ,- 
haltigen Objekten mu8B man eine Mischung von Wasserstoff mit CO, 
unter bestimmtem Partialdruck durchlassen'). Zur Feststellung eines 
konstanten Potentials ist gewéhnlich ebensoviel Zeit erforderlich, wie 
es Lehmann (l.c.) auch fiir seine Mikroelektrode zeigt. Eine ganze 
Reihe mannigfaltiger p,-Bestimmungen durch die geschilderte Elektrode 
zeigte, daB die erhaltenen Resultate im allgemeinen den Angaben 
analog sind, die bei Messungen mit anderen Elektroden [L. Michaelis®), 
Lehmann] gewonnen wurden und die gewéhnlichen Schwankungen 
aufweisen, die auch den anderen (erwihnten) Elektroden eigen sind. 

Mit der beschriebenen Elektrode kann man pg sowohl in fliissigen, 
als auch in festen Objekten (koaguliertes Plasma und dergleichen) 
bestimmen. Insonderheit halten wir es fii# méglich, mit der vorliegenden 
Elektrode p,, gleichzeitig in vielen Gewebskulturen zu bestimmen, die 
zur Explantation auf die Deckglaser gebracht sind, ohne ihre Intaktheit 
zu verletzen. 

Die vorliegende Elektrode kann auch zur Arbeit mit biologischen 
Objekten dienen. In von Prof. P. Kutscherenko und mir*) angestellten 
Versuchen wurden mit der genannten Elektrode p,,-Werte gleichzeitig 
im Blute und in vielen Extrakten verschiedener Organe ein und desselben 
Tieres bestimmt, was nicht nur eine Ersparnis an Zeit, Tiermaterial 
und dergleichen ergab, sondern auch die Méglichkeit bot, die aktuelle 
Reaktion des Organismus bei ein und denselben Versuchsbedingungen 
zu studieren. 


1) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. Leipzig 
1924. 

2) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1922. 

3) P. Kutscherenko und B. Solowiew, Arbeiten des II. Allrussischen 
Pathologenkongresses. Moskau 1925. 








Eine Mikromethode zur quantitativen Bestimmung 
von Milchsiure und milchsauren Salzen in reinen Lésungen. 


Von 
Klaus Hansen. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1925.) 


Methoden zur quantitativen Milchsiurebestimmung liegen in grobe: 
Zahl vor; sie erfordern zum Teil gréBere Milchsiuremengen, zum Teil 
sind sie wenig genau. Die Bestimmung st6Bt namlich auf Schwierig. 
keiten verschiedenen Art. . 


‘ So fiihrt eine direkte Titrierung mit Natronlauge nicht zum Ziel; wegen 
der groBen Neigung der Milchséiure zur Anhydridbildung wird sie imme: 
zu niedrige Resultate ergeben (13). Milchséiurelésungen miissen daher 
vor der Titrierung mit Alkali gekocht werden (12). Dabei ist diese Methode 
auch unanwendbar bei der Bestimmung von Lactaten. Die Konzentration 
vermittelst des optischen Drehungsvermégens zu bestimmen, ist ebenfalls 
nicht angangig, weil die Kondensationsprodukte der Milchséiure entgegen. 
gesetzt und viel starker drehen als die Saure selbst (11). 

Verschiedene gravimetrische Methoden, die auf Ausfallung der Milch 
saure in Form von Zinksalz oder einem anderen Lactat beruhen, sind um. 
standlich; ebenso die von Ulzer und Seidel (12) nach dem Prinzip der 
Benedikt-Zsigmondyschen Glycerinmethode (2) eingefiihrte Oxydation mit 
Kaliumpermanganat in stark alkalischer Lésung zu Oxalséure nach der 
Formel 

COOH 
CH,CHOHCOOH + 50= | + CO, + 2H,O 
COOH 


mit nachfolgender Fallung und gravimetrischer Bestimmung der gebildeten 
Oxalsaure. 

Ryffels Methode (11) ist wie die iibrigen kolorimetrischen Methoden 
sehr unsicher. 

Die in der biologischen Forschung am meisten angewandten Methoden 
bestehen in einer Abspalt: von Acetaldehyd aus der Milchséure und 
Bestimmung desselben sac Unentesittionne, Die Bestimmung geschieht 
auf zwei Arten: Entweder wird dem Aldehyd Jod in alkalischer Lésung 
zugesetzt, und die Jodmenge, die nicht zur Jodoformbildung verbraucht 
wird, wird zuriicktitriert (6, 8) [wie v. Fiirth nachgewiesen hat (4, 5), 
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liefert dieses Verfahren Fehler bis zu 50 Proz.j, oder die Bestimmung ge- 
schieht durch Natriumbisulfit (3, 10), was bessere Resultate ergibt. 

Alle Aldehydmethoden leiden indessen an einem prinzipiellen Fehler: 
sie setzen voraus, da8 die Reaktion der Milchséiure mit dem Oxydations- 
mittel im Aldehydstadium, also auf einer duBerst labilen Stufe Halt macht. 
Praktisch wird es nicht zu vermeiden sein, da8 ein Teil des sehr leicht 
oxydablen Aldehyds weiter mit dem Oxydationsmittel reagiert. Die 
Aldehydmethoden geben daher immer zu niedrige Resultate. 

In der vorliegenden Arbeit soll eine Methode zur quantitativen 
Bestimmung von Milchséure und Lactaten in Mengen bis zu einigen 
Zehnteln Milligramm herab beschrieben werden. Die Methode hat 
zur Voraussetzung, daB die Milchséure in einer Lésung vorliegt, die 
keine anderen reduzierenden Stoffe enthalt. Sie beruht darauf, daB 
Kaliumbichromat-Schwefelsaure in bestimmten Konzentrationsverhalt- 
nissen Milchséure quantitativ zu Essigsiure und Kohlensaure oxydiert 
nach der Formel: 

3CH,CHOHCOOH + 2 K,Cr,0, = 2 K,0 + 2Cr,0, + 3CO, 
+ 3CH,COOH + 3H,0. 


Auf dieser Stufe bleibt die Oxydation stehen; die Essigsiure ist 
bekanntlich die einzige Fettsiure, die, praktisch gesprochen, von 
Bichromat-Schwefelsiure nicht angegriffen wird. + 

Wie die Milchsiure selber, so verhalten sich auch die Lactate. 
Zur Ausarbeitung der Methode ist eine Lésung von viermal umkristalli- 
siertem Zinklactat benutzt worden, die sich bei Verbrennung und Be- 
stimmung des ZnO-Gehalts praktisch als vollkommen rein erwies. 

Die erwahnte Reaktion geht schon bei Zimmertemperatur vor sich. 
In Tabelle I ist das Ergebnis einer Versuchsreihe wiedergegeben, bei 
der die Lactatléisung mit Bichromat-Schwefelsiure bei 18°C eine 
steigende Zahl von Stunden stehengelassen wurde unter Verhiltnissen, 
wie sie den unten bei der Analyse beschriebenen entsprechen. 


Tabelle 1. 


Versuch iiber die Oxydation der Milchséure beim Stehen mit Bichromat- 
schwefelsdure bei 18° C. 





Oxydierte Milchsauremenge 
Daver des Versuches in Proz. des zuyesetzten 
Quantums 


1 Stunde 
2 Stunden 
& 

10 i 


Schon nach einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur sind, 
wie man sieht, etwa 80 Proz. der Milchséure oxydiert. Bei héherer 
Temperatur verliuft die Reaktion wesentlich rascher. Auch hohe 
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Saure- und Bichromatkonzentration sowie langdauernde Erwarmwiny 
trigt zur Vervollstandigung bzw. Beschleunigung der Oxydation be; 

Darauf gerichtete Untersuchungen ergaben jedoch, daB es nicht 
zweckmaBig ist, eine Schwefelsiure von iiber 40 Proz. zu benutzey 
Schwefelsiure bewirkt naimlich an sich eine Reduktion des Kalium. 
bichromats. Dies liegt nicht nur an organischen Verunreinigungen, 
die méglicherweise selbst in ,,chemisch reiner“‘ Saure enthalten sein 
kénnen; denn in diesem Falle miiBte man die erwahnte Reduktion 
durch Kochen des Bichromat-Schwefelsiuregemisches vor dem Gebrauch 
ausschalten kénnen, was indessen nichts hilft. Die Hauptursache liegt 
in einer direkt reduzierenden Wirkung der Schwefelsiure selber. Be. 
kanntlich besteht eine der Methoden der Sauerstoffherstellung eben 
darin, daB man konzentrierte Schwefelsiure mit Kaliumbichromat 
erhitzt. Und diese Spaltung des Bichromatmolekiils macht sich schon 
bei verhaltnismaBig niedrigen Saéurekonzentrationen merklich geltend 
Sie ist ferner stark von der Temperatur abhingig. Setzt man einer 
wasserigen Bichromatlésung konzentrierte Schwefelsiure zu, so wird 
die Erwirmung nicht immer in gleichmaBiger Weise eintreten; im 
einen Falle wird mehr Bichromat reduziert werden als im anderen, 
und die Méglichkeit, durch Blindproben die spontane Bichromat. 
reduktion init hinreichender Genauigkeit zu bestimmen, fallt weg 
Verdiinnt man dagegen die Saéure von vornherein auf 40 Proz., so 
wird die Warmeentwicklung unbedeutend; die Autoreduktion ist jetzt 
eine Funktion der Temperatur, auf die die Fliissigkeit nachtriglich 
erwirmt wird, und damit eine konstante GréBe. Die Riicksicht auf 
die Autoreduktion macht es also zweckmaBig, keine Saure von iiber 
40 Proz. zuzusetzen, wenn auch der ProzeB im Reaktionsgemisch, 
wo die Siurekonzentration noch niedriger (etwa 25 Proz.) wird, dadurc!: 
langsamer verlauft. 

Andere Riicksichten machten es notwendig, auch die Temperatur 
auf Kosten der Reaktionsgeschwindigkeit zu senken. Um die Aus. 
fiihrung der Analyse méglichst einfach zu gestalten und Serienanalysen 
zu erleichtern, war es namlich wiinschenswert, die Reaktion in einem 
gut verkorkten Erlenmeyerkolben ohne Riicklaufkiihler vor sich gehen 
zu lassen. Ein verkorkter 100-ccm-Erlenmeyerkolben von Jenaglas, 
der etwas Wasser oder, was praktisch gesprochen dasselbe ist, 25 proz 
Schwefelsiure enthalt, springt bei Erwarmung auf ungefahr 90°C. 
Pyrexkolben sind widerstandsfihiger, aber gewohnlich fliegt bei dieser 
Temperatur der Pfropfen ab. Aber bei etwa 80° C oder darunter riskiert 
man weder, daB der Kolben entzwei geht, noch daB der Pfropfen ab- 
springt. Da man indessen damit rechnen muB, daB die Temperatur 
in einem Wasserbade und zum Teil auch in einem gewéhnlichen Thermo. 
staten Schwankungen von einem gewissen Umfang unterworfen ist, 





so ist 
warlt 
hund 
der 
abges 
ratur 
wahle 
unter 
anges 
Erwa 
Rinze 


Versu 


Bedi 
(kleix 
halbe 
eine 

fliissi 
zur C 
konz 
die ] 
Milcl 
unvo 
fliissi 
zuges 


liber 


Versi 


nung 
hej 
I icht 
tzen 
‘ium. 
igen, 
sein 
<tion 
auch 
liegt 
Be. 
eben 
ymat 
chon 
end 
“iner 
wird 
; im 
Ten, 
nat. 
weg 
, So 
etzt 
‘lich 
auf 
iber 
sch 


rch 


tur 
Lus- 
Sen 
1em 
hen 
las, 
rOz 

Cc 


Mikromethode zur quantitativen Bestimmung von Milchséure usw. 61 


so ist es am besten, vorsichtig zu sein’ Wir sind daher bei der Er- 
warmung des Reaktionsgemisches auf 70° C stehengeblieben. In vielen 
hundert Analysen ist es nicht ein einziges Mal vorgekommen, daB 
der Kolben in Stiicke gegangen oder der Kork bei dieser Temperatur 
abgesprungen ware. Um die niedrige Saurekonzentration und Tempe- 
ratur auszugleichen, muB man die Erwarmungszeit entsprechend langer 
wihlen. Tabelle II tiber Analysen einer Zinklactatlésung, ausgefiihrt 
unter Verhiltnissen, wie sie den unten bei Beschreibung der Methode 
angegebenen entsprechen, zeigt die Abnahme der Oxydation mit der 
Erwirmungszeit. Fiir jeden Zeitraum ist der Durchschnitt von fiinf 
Einzelanalysen angegeben. 
Tabelle 11. 
Versuche iiber die Anderung der Milchséureoxydation mit der Erwarmungszeit. 





’ . Oxydierte Milchsturemenge 
Erwarmungszeit in Proz. des zugesetzten 


Min. Quantums 
45 100 

40 98,6 
35 98,0 
30 95,5 

Die Grenze fiir eine vollstandige Oxydation unter den vorliegenden 
Bedingungen liegt also bei einer Erwarmungszeit von 45 Minuten 
(kleine Milchsiuremengen von weniger als 1 mg werden schon in einer 
halben Stunde vollstandig oxydiert). 

Notwendig fiir eine vollstaéndige Oxydation ist ferner sowohl 
eine bestimmte absolute Bichromatkonzentration in der Reaktions- 
flissigkeit, als ein relativer BichromatiiberschuB tiber die Menge, die 
zur Oxydation der Milchsdiure verbraucht wird. Die absolute Bichromat- 
konzentration darf nicht unter etwa 1,5 Prom. liegen. Ein Versuch, 
die Methode durch Verdiinnung der Bichromatlésung fiir geringere 
Milchsiuremengen als 0,1 mg anwendbar zu machen, scheiterte an der 
unvollstandigen Oxydation. Bei einer Konzentration in der Reaktions- 
flissigkeit von 0,15 Prom. Kaliumbichromat wurden nur 67 Proz. der 
zugesetzten Milchsiuremenge oxydiert. 

Die Abhangigkeit der Oxydation von dem absoluten Bichromat- 
iiberschuB geht aus Tabelle III hervor. 


Tabelle III. 
Versuche iiber die Anderung der Oxydation mit dem Bichromatiiberschu8. 





Bichromatiiberschuf in Proz. | Oxydierte Milchsiuremenge 
der zur volistandigen Oxydation in Proz. des zugesetzten 
notwend gen Menge Quantums 


150 100 
67 100 
25 99,3 
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Wie man sieht, kénnen bis zu drei Fiinftel der Bichromatmenge 
ausgenutzt werden, ohne daB die Oxydation dadurch minder vo)). 
staindig wird. 

Auch fiir das Titrieren spielt der BichromatiiberschuB (die absolute 
Bichromatmenge, die zuriicktitriert werden soll) eine Rolle. Die relative 
Starke der Thiosulfatlésung nimmt namlich mit der Bichromatmenge 
ab. Indessen ist dieses Verhalten erst bei kleineren Bichromatmengen 
als den bei der vorliegenden Methode in Frage kommenden, von gréBerer 
Bedeutung. 

Nach der oben gegebenen Orientierung iiber die Grundlagen der 
Methode wollen wir im folgenden die Methode selbst beschreiben und 
zum SchluB ihre Fehlerquellen erforschen und den Umfang ihrer An. 
wendbarkeit feststellen. 

Die Methode. 
Reagenzien. 

1. Kaliumbichromatlésung, 7,6237 g im Liter enthaltend. 1 ccm dieser 
Lésung entspricht 3,5 g Milchséiure (oder 4,7311 mg wasserfreien Zink. 
lactats). 

2. Natriumthiosulfatlésunz, 38,6087 g Natriumthiosulfat mit, oder 
24,5872 g ohne Kristallwasser pro Liter enthaltend. Diese Lésung ent- 
spricht in Starke der Bichromatlésung. 

3. Cyemisch reine Schwefelsiure, 40 Proz. (hergestellt durch Mischen 
von 6 Teilen konzentrierter Schwefelséure mit 4 Teilen destillierten Wassers). 

4. 10proz. Jodkaliumlésung. 

5. Starkelésung. 

A pparatur. 

1. Eine Anzahl 100-cem-Erlenmeyerkolben mit gut schlieBenden 
Gummipfropfen. 

2. Ein Thermostat oder ein groBes Wasserbad mit Thermometer. 

3. Ein Satz Titrierapparate mit Mikrobiiretten zu 5, besser zu 10 ccm, 
in '/ 99 ccm eingeteilt, fiir die Bichromat- und die Thiosulfatlésung. 

4. Eine Mikrobiirette mit '/,,ccm Einteilung zur Abmessung der 
Milchsaurelésung. 

5. Zwei gewoéhnliche Biiretten fiir Schwefelsiure und destilliertes 
Wasser, eine 2-ccm-Pipette fiir die Jodkaliumlésung, eine 1-cem-Pipette 
fiir die Starkelésung, ein 100-cem-MeBzylinder fiir destilliertes Wasser. 


Ausfiihrung der Analyse. 

In einen 100-ccm-Erlenmeyerkolben werden aus der Mikrobiirette 
5cem Bichromatlésung abgemessen und die Milchsaurelésung, die frei 
von anderen reduzierenden Stoffen sein muB, zugesetzt. Betriigt dic 
zugesetzte Milchsiurelésung weniger als 5cem, so wird destilliertes 
Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 5 ccm zugefiigt. Aus einer 
Birette werden 15 ccm 40proz. chemisch reine Schwefelsiure zugesetzt ; 
der Kolben wird mit einem Gummipfropfen gut verschlossen und 
1 Stunde in den Thermostaten (oder ins Wasserbad) bei 70°C gesetzt 
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Temperaturschwankungen, die + 5°C nicht iiberschreiten, schaden der 
Analyse nicht. 

Darauf wird mit 50ccm destillierten Wassers verdiinnt; man 
setzt 2cem 10proz. Jodkaliumlésung zu und titriert mit Natrium- 
thiosulfatlésung aus der Mikrobiirette mit Starke als Indikator. 

Wie oben erwahnt, reduziert die Schwefelsiure selber etwas Bi- 
chromat. Diese Menge betrigt unter den eben beschriebenen Verhilt- 
nissen etwa 0,04ccm Bichromatlésung, aber da sie je nach der Art 
der angewendeten Schwefelséure etwas variieren kann, muB sie fiir 
jeden einzelnen Fall empirisch bestimmt werden; in eine Reihe von 
finf bis zehn Proben soll man eine bis zwei Blindproben einschalten. 
Die in der Blindprobe reduzierte Bichromatmenge wird von 4er in 
der Analyse verbrauchten Menge abgezogen, wodurch man das von 
der Milchséure reduzierte Quantum erhalt. 


Ausrechnung. 

Sind urspriinglich zugesetzt 6ccm Bichromatiésung und Gg 
Milchséurelésung, sind fiir die Zuriicktitrierung in der Analyse ¢ ccm 
Thiosulfatlésung verbraucht worden und betragt die autoreduzierte 
Bichromatmenge in der Blindprobe d ccm, so ist die in der Probe ent- 
haltene Milchséuremenge : 

g = 3,5 (b —t —d) mg 
und die Milchséurekonzentration in der untersuchten Probe: 
_ 3,5 (6—t— 
“ G 


d) Prom. 


K 


Fehlergrenzen der Methode. Kritik der Methode. 


Die obere Grenze fiir die Milchsiuremengen, die mit der Methode 
in der eben beschriebenen Form ohne Modifikationen bestimmt werden 
kénnen, ist dadurch gegeben, daB nur drei Fiinftel der Bichromat- 
menge, also 3ccm Bichromatlésung, zur Milchsiureoxydation aus- 
genutzt werden kénnen. Da 1 ccm Bichromatlésung 3,5 mg Milchsaure 
oxydiert, wird die Grenze also 10,5 oder rund 10,0 mg. Indessen hindert 
nichts, die Bichromatmenge auf das Doppelte oder Vielfache zu erhéhen, 
wenn nur die anderen Fliissigkeitsmengen im gleichen Verhaltnis erhéht 
werden. Eine endliche obere Grenze hat die Methode also nicht. Die 
untere Grenze ist in der Genauigkeit des Titrierens gegeben; sie liegt 
bei etwa 0,1 mg. 

In Tabelle IV sind als Beleganalysen eine Reihe Bestimmungen 
von wechselnden bekannten Mengen Zinklactat wiedergegeben. Das 
Lactat ist in der Kolonne in die entsprechende Menge Milchsiure um- 
gerechnet. 
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Tabelle 1V. Bestimmungen von wechselnden, bekannten Mengen Zinklactat 





Berechnete ¢ Sefundene Berechnete Gefundene 
Milchsauremenge Milchsduremenge _|Milchsaéurekonzentration Milchsaurekonzentratior, 


mg mg Prom. Prom. 


20 19,85 1.99 
20 1995 200 
20 19,85 199 
20 19.85 1'99 
10 10,15 203 
10 10,12 2'02 
10 10.15 2'03 
10 10.15 2'03 
10 10,08 2'02 
10 10:19 2'04 
10 10.08 2'02 
10 10,19 2'04 
10 10.15 203 
10 10,19 2,04 
1 0.98 1.96 
l 0,98 1,96 
1 102 2'04 
I 0.98 196 
l 102 2'04 
04 0.42 0.21 
04 0.42 021 
04 042 { 4! 021 
0.4 0,39 0.20 


1,99 


19,88 
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Wie man sieht, nimmt der absolute Fehler mit fallender Milchsaure- 
menge ab, wahrend der relative Fehler wichst. Bei Milchsiuremengen 
iiber 1 mg iibersteigt der relative Fehler in keiner Analyse 2 Proz.. 
bei geringeren Mengen (bis zu 0,4 mg herab) nicht 5 Proz. Bei noch ge- 
ringeren Mengen bedingt der Ablesungsfehler an der Biirette eine gréBere 
relative Unsicherheit. 

In Tabelle V werden schlieBlich als Illustration fiir die praktische 
Anwendung der Methode eine Reihe Analysen wiedergegeben, aus. 
gefiihrt mit wechselnden Mengen einer durch Verdiinnung einer kon. 
zentrierten Séure hergestellten Milchséurelésung, die bei direkter 
acidimetrischer Titrierung einen Gehalt von 1,48 Prom. ergab. 


Tabelle V. Analysen wechselnder Mengen einer Milchséiurelésung 
von unbekannter Konzentration. 





Zugesetzte Gefundene Gefundene 
Milchsaurelésung Milchsaure Milchsaurekonzentration 
mg Prom. 


9,38 1,88 
9.49 1,90 
4.73 1.89 
4,69 1,89 
1,89 189 
1,89 189 
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Die vorliegenden Versuche sind mit racemischer Milchséure und 
Zinklactat angestellt, aber es liegt kein Grund zu der Annahme vor, 
daB die aktiven Milchséuren ein abweichendes Verhalten zeigen sollten. 
Eine Einschrankung der Anwendbarkeit der Methode liegt darin, daB 
die Milchséure in reiner Lésung vorliegen muB. Bei Verwendung bio- 
jogischen Materials wird dies einen sorgfaltigen und zum Teil schwierigen 
ReinigungsprozeB erfordern. Ein Vorteil ist es indes, daB nicht alle 
organischen Stoffe von Bichromat-Schwefelsiure unter den oben be- 
«chriebenen Versuchsbedingungen nennenswert angegriffen werden. 

Die vorliegende Arbeit ist auf Anregung von Prof. Dr. med. Sophus 
Torup ausgefiihrt worden, von dem auch der Gedanke stammt, die 
Oxydation mit Kaliumbichromat zur Bestimmung zu benutzen. Ich 
spreche ihm hiermit meinen ergebenen Dank aus. 


Zusammenfassung. 
In der vorliegenden Arbeit ist eine Methode zur quantitativen 
Bestimmung von Milchsiure durch Oxydation zu Essigsiure und 
Kohlenséure nach der Formel: 


CH,CHOHCOOH + O, = CH,COOH + CO, + H,O 


beschrieben. Die Oxycation geschieht durch einstiindige Erwarmung 
der etwa 1,5 Prom. Kaliumbichromat und etwa 25 Proz. Schwefelsiure 
enthaltenden Fliissigkeit auf 70°C in einem mit Gummipfropfen ver- 


schlossenen 100-ccm-Erlenmeyerkolben. Die nicht reduzierte Bi- 
chromatmenge wird mit Natriumthiosulfat zuriicktitriert. Fiir Mengen 
iiber 1 mg liegt der relative Fehler unter 2 Proz. 


Literatur. 


1) F. Beilstein, Handb. d. organ. Chem. 3, 261ff. Berlin 1921. — 
2) R. Benedikt und R. Zsigmondy, Chem.-Ztg. 9, 975, 1885; zit. nach Vaubel. 
— 3) S. W. Clausen, Journ. of biol. Chem, 52, 263, 1922. — 4) O. von Fiirth, 
diese Zeitschr. 24, 266, 1910. — 5) O. von Fiirth und D. Charnass, eben- 
daselbst 26, 199, 1910. — 6) BE. Jerusalem, ebendaselbst 12, 361, 1908. — 
7) G. Lunge und E. Berl, Chemisch-technische Untersuchungsmethoden 8, 
973ff. Berlin 1910. — 8) J. Mondschein, diese Zeitschr. 42, 91, 1912. — 
9) H. Pringsheim, Nachweis und Bestimmung der biologisch wichtigen 
Séuren. Milchséure, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 
28, 1910. — 10) M. Ripper, Monatsh. f. Chem. 21, 1079, 1900; zit. nach 
Chem. Centralbl. 1, 477, 1901. — 11) J. H. Ryffel, Journ. of Physiol. 39, 
V, 1909/10. —- 12) F. Ulzer und H. Seidel, Monatsh. f. Chem. 18, 138, 1897; 
zit. nach Vaubel 2,82. — 13) V. Vaubel, Die physikalischen und chemischen 
Methoden der quantitativen Bestimmung organischer Verbindungen 2, 
82 und 410. Berlin 1902. 14) J. Wislicenus, Liebigs Ann. 167, 302, 1873. 
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Eine einfache Vorrichtung zum Fiillen von Mikrobiiretten. 


Von 
F. v. Kriiger. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Rostock.) 


( Eingegangen am 16. Oktober 1925.) 


Das Fiillen einfacher Mikrobiiretten durch EingieBen der Fliissigkeit 
in dieselben ist wegen der Enge ihrer Lumina zum mindesten AduBerst 
miihsam und schwierig, wenn nicht gar unméglich. Man ist daher, wenn 
man nicht zu komplizierten Biiretten mit besonderen Vorrichtungen, wie 
solche nach Pincussen, seine Zuflucht nehmen will, auf das Ansaugen der 
Fliissigkeit angewiesen. Aber euch dieses hat seine Unbequemlichkeiten. 
Will man fit. dem Munde ansuugen, so kann man freilich das zufillige 
EinflieBen von Speichel durch Anlegen eines Gummischlauches an das obere 
Biirettenende vermeiden. Es la8t sich jedoch das Aufsteigen der Fliissigkeit 
nur schwer genau kontrollieren, und der an der Biirette baumelnde Schlauch 
wirkt auch nicht selten stérend. 

Das Ansaugen mittels einer Wasserstrahlpumpe, welches haufig geiibt 
wird, birgt ebenfalls Nachteile in sich, denn zum Fiillen muB8 jedesmal 
der verbindende Schlauch an die Biirette angebracht und nach beendeter 
Fiillung wieder von ihr abgenommen werden, was nicht nur lastig, sondern 
auch zeitraubend ist. 

Ich benutze daher in letzter Zeit Mikrobiiretten, welche ich mit einer 
gleich zu beschreibenden Vorrichtung versehen habe und die mir ausge- 
zeichnete Dienste leisteten. Ich kann sie daher aufs beste empfehlen. 

Die Vorrichtung besteht in folgendem. 

Auf die Biirette ist ein kleiner Gummiballon aufgesetzt. Unterhalb 
desselben und etwa 5 cm oberhalb des Teilstriches 0 ist in die Biirettenwand 
ein kleines Loch von ungefahr 3 bis 4mm Durchmesser geblasen, welches 
als Ventil dient. 

Soll die Biirette gefiillt werden, so wird das Ende des AusfluBrohres 
derselben bei gedffnetem Hahn in die in einem kleinen Becherglischen 
sich befindende Filiissigkeit getaucht, alsdann der Gummiballon mit der 
rechten Hand zusammengedriickt, darauf die Ventiléffnung mit einem 
Finger der linken Hand geschlossen und der Ballon wieder freigegeben. 
Die Fiiissigkeit beginnt sofort, in die Biirette zu steigen. Sobald sie den 
Teilstrich 0 erreicht hat, schlie8t man den Hahn und entfernt den Finger 
von der Ventiléffnung. Dje Biirette ist nun gebrauchsfertig gefiillt. 

Die Vorteile, welche die beschriebene Vorrichtung bietet, liegen auf 
der Hand und sind im wesentlichen folgende: 
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1. Die Fiillung der Biirette geht sehr leicht und exakt vonstatten. 

2. Das Aufsteigen der Fliissigkeit 146t sich miihelos und genau ver- 
folgen und nach Wunsch bei jedem beliebigen Teilstrich unterbrechen. 

3. Das Reinigen und Trocknen bietet viel weniger Schwierigkeiten, 
als bei den Mikrobiiretten mit einem durch einen Hahn mit der eigentlichen 
Biirette verbundenen ZufluGrohr fiir die einzufiillende Fliissigkeit, wie 
z. B. denen nach Pincussen. Es ist nur nétig, nach beendeter Bestimmung 
den Rest der in der Biirette verbliebenen Fliissigkeit durch Druck auf den 
Ballon bei geéffnetem Hahn zu entfernen, durch wiederholtes Ansaugen 
und Ausblasen destillierten Wassers die Biirette griindlich durchzuspiilen 
und endlich, wiederum mit Hilfe des Ballons und des Ventils, so lange 
Luft durch sie zu treiben, bis sie vollkommen trocken ist. 

Die Biirette wird von der Firma C. Desaga G. m. b. H. in Heidelberg 
hergestellt und kann jederzeit von ihr bezogen werden. 





Ober die Beteiligung des Chitins am Aufbau der Pilzzellwand. 


Von 
N. J. Proskuriakow. 


(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut in Moskau.) 
(Eingegangen am 18. Oktober 1925.) 


Schon im Jahre 1811 zeigte Braconnot') das Vorkommen von 
Fungin in Pilzen an, welches nach Behandeln der Pilzsubstanz mit 
schwachen Alkalien und heiBem Wasser ungelést zuriickblieb. 


Erst nachher wurde der Unterschied zwischen Fungin und Cellulose 
von Fremy*) und Boudier*) sichergestellt. De Bary*) bezeichnete das 
Fungin als eine Sonderart der Cellulose, mit dem Namen Pilzcellulose. 
1823 wurde von Odier*) ein neuer Kérper, das Chitin, aus Krebs- und 
Insektenpanzern dargestellt. Nur im Jahre 1894 wurde aber das Chitin 
auch in Zellwainden der Pilze von FE. Winterstein*) und Gilson’) gesucht 
und seine Beteiligung am Aufbau derselben wahrscheinlich gemacht. Nach 
E. Winterstein enthielt die von ihm dargestellte Pilzcellulose noch 0,7 bis 
5,5 Proz. Stickstoff und stellte einen Kérper vor, der neben einem glucose. 
gebenden auch einen glucosamingebenden Komplex enthielt und von 
der eigentlichen Cellulose ganz verschieden war. Die Befunde Gilsons 
fiihrten im allgemeinen zu den gleichen Vorstellungen iiber die Pilzcellulose, 
wobei es Gilson noch gelang, einen dem tierischen Chitosan entsprechenden 
K6rper, das Mycosin, zu erhalten. Die folgenden Untersuchungen von 
Tanret*) und Iwanow*), sowie die mikrochemischen Arbeiten von 
van Wisselingh”) trugen noch mehr dazu bei, um die Beteiligung des Chitins 


1) Ann. de chim. 79, 256, 1811; 80, 872, 1812. 

*) C.r. 48, 1859. 

%) Die Pilze 1867. 

*) Morphologie und Physiol. d. Pilze 1866, 1884. 

*) Odier, zitiert nach H. Pringsheim, Die Polysaccharide 1923. 

*) Zeitechr. f. physiol. Chem. 19, 1894; 21, 1895/96; Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 27, 3113, 1894; 28, 167, 774, 1372, 1895. 

*) Bull. soc. chim. (3) 11, 1099, 1894; C. r. 120, 1000, 1894; Ber. d 
deutsch. chem. Ges. 28, 821, 1895. 

*) Bull soc. chim. 17, 921; Chem. Centralbl. 1898, I, 8. 71. 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 524; Chem. Centralbl. 1902, 
I, 8. 531. 

1%) Jahrb. d. wiss. Bot. 31, 616, 1898; Vouk, Ber. d. bot. Ges. 88, 413, 1915. 
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im Bau der Zellwand der Pilze wahrscheinlich zu machen. Jedoch gelang 
es erst Scholl!) im Jahre 1908, den dem tierischen Chitin entsprechenden 
Kérper aus Boletus edulis direkt in reinem Zustande zu erhalten, wobei 
die Chitinmenge 5 bis 6 Proz. der Pilztrockensubstanz entsprach. Vor 
wenigen Jahren wurde endlich ein neues mikrochemisches Verfahren zum 
Nachweis von Chitin nicht mehr in Form einer Farbenreaktion, sondern 
in Form der Darstellung eines charakteristischen kristallinischen Chitosan- 
salzes von Brunswik*) angegeben. 

Da die Anwesenheit, Rolle und Bedeutung des Chitins in der 
Pilzwand ein groBes Interesse bietet, unternahm ich auf Anregung und 
unter Leitung von Herrn Prof. A. Kiesel eine Untersuchung, in der 
die Methode der Chitinabscheidung nach Scholl fiir einige noch nicht 
derart untersuchte Pilze und zugleich auch die Methode von Brunswik 
der Darstellung des Chitosansulfats fiir diese Pilze angewendet wurde. 


Zur Untersuchung wurden die an der Luft getrockneten und dann 
zerkleinerten Fruchtkérper von Agaricus campestris, Lactarius volemus, 
Armillaria mellea und Polyporus betulinus je zu 100 bis 125 g in luft- 
trockenem Zustande genommen. Die Verarbeitung geschah mit nur 
geringen Abénderungen nach den Angaben von Scholl. Das Material 
wurde zuerst mit der 20fachen Menge von Wasser 4 bis 5 mal 1 ‘bis 
2 Stunden lang ausgekocht, wobei der Riickstand bald abgepreBt, 
bald abgesaugt wurde. Nachdem das Waschwasser fast farblos abzu- 
flieBen begann, wurde der Riickstand abwechselnd (6 bis 7 mal) mit 
der zehnfachen Menge 1l0proz. Natronlauge und mit Wasser | bis 
2 Stunden lang gekocht, bis das Filtrat wieder ganz farblos wurde 
und keine Triibung beim Anséuern zu bemerken war. Zuletzt wurde 
der gelblich graue aufgeschwollene Riickstand, in dem noch deutlich 
das Pseudoparenchym zu erkennen war, mehrfach mit Wasser aus- 
gewaschen. Die noch feuchte Substanz farbte sich gelb und gelbbraun 
mit Chlorzinkjod, Jodjodkalium und Jod und Schwefelsiure und war 
in Kupferoxydammoniaklésung und starker Kalilauge, in letzterer 
auch beim Erwarmen, vollstaéndig unléslich. Die Substanz wurde 
dann mit 1 proz. Kaliumpermanganatlésung zum dicken Brei angeriihrt 
und bis zur Entfarbung der Lésung stehengelassen. Das dunkelbraune 
Gemisch der Substanz mit Mangansuperoxyd wurde abgesaugt und 
mit verdiinnter Salzsiure (1 : 40) bei Zusatz von 0,5 bis 1 g Oxalsaure 
schwach erwarmt. Die fast schneeweiB gewordene Masse wurde unter 
Dekantieren mit Wasser salzsiurefrei gewaschen, mit 96proz. Alkohol 
ausgekocht, mit absolutem Alkohol und Ather entwissert, im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 

1) Monateschr. f. Chem. 29, 1023, 1908; Zellner, ebendaselbst 82, 1911. 

*) Diese Zeitschr. 118, 111, 1921. 
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Die freilich nicht ganz quantitativ wahrend der Verarbeitung 
gesammelten Riicksténde entsprachen in Prozenten der Ausgangs. 


» Polyporus betulinus 


Die aus den drei zuerst genannten Pilzen dargestellten Praparate 
bildeten nach Zerreiben ein gelblich graues Pulver und wiesen die 
gleichen Eigenschaften und die gleiche Zusammensetzung auf. Das. 
jenige aus Polyporus betulinus bildete ein fast weiBes lockeres 
Pulver, welches ganz andere Eigenschaften besa und deshalb 
getrennt beschrieben werden, soll. 


1. Chitin aus Hutpilzen. 


Die Praparate aus den drei untersuchten Hutpilzen waren in 
Wasser, organischen Lésungsmitteln, schwacher und starker, selbst 
kochender Lauge und Kupferoxydammoniaklésung unldslich, lésten 
sich jedoch allmahlich in Salzsiure von 1,16 und Schwefelsaure von 1,70. 
Die Analyse der Priaparate ergab folgende Zahlen: 





Auf aschefreie Substanz 
berechnet 


H ON 
: Proz. Proz. , Proz. Proz 
= — 7 = —- 


Cc H Asche 


Agaricus campestris... . . . 6,75 | 0,91 6,15 

Lactarius volemus | 642 | 0,28 6,31 

6,49 | 2,48 6,20 

Boletus edulis (Scholl)... . . 46,29 6.41 | 2,54 6,03") 

Tierisches Chitin (Fiirth) .. . 648 | —"*) 6,42" 
*) Nicht angegeben. — **) In aschehaltigen Priparaten. 





Agaricus campestris. 
0,0976 g aschehaltiger Substanz gaben 0,1662 g CO, oder 46,44 Proz. C 
und 0,0596 g H,O oder 6,83 Proz. H. 
0,0981 g aschehaltiger Substanz gaben 0,1672 g CO, oder 46,48 Proz. ( 
und 0,0584 g H,O oder 6,66 Proz. H. 
0,2612 g aschefreier Substanz enthielten 0,0162 g oder 6,19 Proz. N. 
0,2537 g ws = és 0,01I55¢ .,, 6,11 ,, N. 


Lactarius volemus. 

0,1372 g aschehaltiger Substanz gaben 0,2342 g CO, oder 46,55 Proz. € 
und 0,0803 g H,O oder 6,54 Proz. H. 

0,1355 g aschehaltiger Substanz gaben 0,2334 g CO, oder 46,98 Proz. ( 
und 0,0788 g H,O oder 6,51 Proz. H. 

0,1230 g aschehaltiger Substanz gaben 0,2104 g CO, oder 46,65 Proz. ( 
und 0,0684 g H,O oder 6,22 Proz. H. 

0,1355 g aschefreier Substanz enthielten 0,0086 g oder 6,35 Proz. N. 

0,1218 g - _ » 0,0076g .,, 6,26 .. N. 
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Armillaria melilea. 

0,1289 g aschehaltiger Substanz gaben 0,2188 g CO, oder 46,29 Proz. C 
und 0,0750 g H,O oder 6,51 Proz. H. 

0,1310 g aschehaltiger Substanz gaben 0,2214 g CO, oder 46,09 Proz. C 
und 0,0757 g H,O oder 6,46 Proz. H. 

0,2587 g aschefreier Substanz enthielten 0,0160 g oder 6,20 Proz. N. 

Mit Jodlésung erhielten die Praparate eine braunliche Farbe, 
die durch Schwefelsdiure einen rétlichen, sogar violetten Ton annahm ; 
durch Chlorzinkjod wurde violette Farbung erzeugt. 

Den Eigenschaften und der Zusammensetzung nach muBten die 
Riickstaénde der nach der Methode von Scholl behandelten Pilzmasse 
reines Chitin vorstellen, wogegen EH. Winterstein und Gilson nach ihrer 
Methode ein Gemisch von Chitin mit einem stickstofffreien Kohlen- 
hydrat erhielten, ebenso wie es auch noch bei der Behandlung nach 
Scholl fir Polyporus betulinus von mir erhalten wurde (s. unten). 

Jedes Praiparat wurde nach Hoppe-Seyler') mit Kalilauge zur 
Darstellung von Chitosan verschmolzen, wonach die Schmelze in 
Wasser oder auch zur Beschleunigung in Alkohol gelést und das Ganze 
in ein hohes, mit Wasser gefiilltes Standglas eingetragen wurde. Der 
schleimige, dunkelgraue Riickstand der Schmelze wurde absitzen gelassen 
und unter Dekantiere1;) mehrfach mit Wasser ausgewaschen. Da die 
Fliissigkeit sich selbst bei mehrtégigem Stehen nicht klarte und die 
feineren suspendierten Teilchen von den gréberen abgegossen werden 
muBten, wurde die Ausfaillung derselben in der abgegossenen Fliissigkeit 
durch einige Tropfen Natriumchloridlésung oder besser noch durch 
Zutrépfeln von n/10 Schwefelséure in wenigen Minuten erzielt. 

Der auts sorgfaltigste ausgewaschene Riickstand léste sich glatt 
in 5proz. Essigsiure*). Die gelbbraune Lésung schied bei Zusatz von 
Kalilauge einen voluminésen, fast ganz weiBen Niederschlag ab, der 
unter Dekantieren ausgewaschen, mit absclutem Alkohol und Ather 
entwassert und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. 

Die Ausbeute des so erhaltenen amorphen Chitosans entsprach 
30 (Lactarius volemus) bis 60 Proz. (Agaricus campestris) des zur Dar- 
stellung verwendeten Chitins. Die Ursache der Verschiedenheit der 
Ausbeuten trotz der genau eingehaltenen gleichartigen Verarbeitung 
blieb unerklart. Es muBte sich wohl um einen teilweisen Zerfall des 
Chitins bei der Schmelze handeln, wobei man sich des Gedankens an 
einen verschiedenartigen Aufbau und eine dadurch bewirkte verschiedene 
Resistenz gegen Alkali der Chitine verschiedener Abkunft nicht er- 
wehren kann. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 3329, 1894. 
*) Eine ganz geringe Menge verkohliter Teilchen konnte leicht ab- 
getrennt werden. 
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Es ist schon bekannt!), daB Chitosan bei Einwirkung von salpetriger 
Saure unter Abspaltung von Stickstoff Chitose bildet. Nach der Methoce 
von van Slyke konnte in den Chitosanpraparaten von Agaricus cam- 
pestris und Lactarius volemus eine der Formel (CygH,)0,.N,)2 voll- 
kommen entsprechende Aminostickstoffmenge nachgewiesen werden. 


Agaricus campestris. 
Je 0,0985 g Substanz gaben bei 750mm und 15° in 10 Minuten 13,3 
und 13,0ccem N, enthielten demnach 7,65 und 7,48, im Mittel 7,56 Proz. 
Aminostickstoff. 


Lactarius volemus. 


Je 0,0725 g Substanz gaben bei 742mm und 23° in 10 Minuten 10,2 
und 10,0 cem N und enthielten demnach 7,70 und 7,54, im Mittel 7,62 Proz. 
Aminostickstoff. 


Berechnet fiir (C,H ,0,,N,)2 7,51 Proz. N-NH,. 


Der ganze Stickstoff der Priparate muBte als Aminostickstoff 
vorgelegen haben. 


Bei dem Mikronachweis nach Brunswik wurden aus den Priaparate: 
des Chitins ‘lie charakteristischen Chitosansulfatkristalle erhalten. 
Die Substanz wurde eine halbe Stunde mit 50proz. Kalilauge bei 160° 
erwirmt. Nach Auswaschen des dabei gebildeten Chitosans wurde 
eine ganz geringe Menge desselben mit 1 bis 2 Tropfen 10 proz. Schwefel- 


siure auf einen Objekttriger gebracht, mit einem Deckglas bedeckt 
und vorsichtig bis zum schwachen Sieden gebracht, wobei sich dic 
Substanz vollstandig aufléste. Bei ganz langsamem Erkalten schieden 
sich die in Gestalt und Eigenschaften ganz genau von Brunswik be- 
schriebenen viereckigen und biskuitférmigen Kristalle des Chitosan- 
sulfats aus. 


Die von Brunswik nur fiir den mikrochemischen Nachweis an- 
gegebene Methode wurde weiter angewandt, um das Chitosansulfat 
in gréBerer Menge darzustellen, und zwar fiir Agaricus campestris und 
Armillaria mellea. Das Chitosan wurde bei 70 bis 80° im Wasserbade 
in 10proz. Schwefelsiure gelést, heiB durch ein Asbestfilter filtriert 
und die wasserklare Lésung langsam erkalten gelassen. Dabei schied 
sich ein makroskopisch amorpher, mikroskopisch aber aus Kristallen 
von charakteristischem Aussehen®) bestehender weiBer Niederschlag 
des Chitosansulfats aus. Nach dreimaligem Umkristallisieren wurden 
die Kristalle mit 10 proz. Schwefelsiure, Wasser und Alkohol gewaschen, 
mit absolutem Alkohol und Ather entwissert und bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Bei Armillaria entsprach die Ausbeute an Chitosan- 


1) Armbrecht, diese Zeitschr. 95, 108, 1919. 
*) Brunswik, a. a. O.; Léwy, diese Zeitschr. 28, 47, 1909. 
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sulfat 43 Proz. des urspriinglichen Chitins. Fir Agaricus wurde die 
Ausbeute des Sulfats zu 105,2 Proz. des verwendeten Chitosans be- 
rechnet. Ein Teil des Chitosansulfats war in den Mutterlaugen zuriick- 
geblieben. , 

Das Chitosansulfat aus Agaricus campestris wurde der Analyse 
unterworfen. Das Resultat derselben kann mit den von Léwy erhaltenen 
Zahlen verglichen werden. 





H N Ss Oo 
Proz. Proz. Proz. Proz. 


Agaricus campestris. ......... : 513 525 959 47,87 
Nephrops norvegicus (Lédwy) ..... | 32,09 544 534 934 47,77 
Rerechnet fiir C's, Hs) NqOy9(H»SO,), . . | 3231 538 538 9.23 47:70 


0,1139 g Substanz gaben 0.1315 g CO, oder 32,11 Proz. C und 0.0526 g 
H,O oder 5,27 Proz. H. 


0,1090 g Substanz gaben 0,1288 g CO, oder 32,20 Proz. C und 0,0485 g 
H,O oder 4,98 Proz. H. 


0,0734 g Substanz gaben bei 745 mm und 20° nach van Slyke 6,9 com N 
oder 5,25 Proz. Aminostickstoff. 


0,1804 g Substanz gaben 0,1260 g BaSO, oder 9,59 Proz. 8. 


Somit konnte aus Agaricus campestris, Lactarius wolemus und 
Armillaria mellea nach dem Verfahren von Scholl reines Chitin dar- 
gestellt und sicher identifiziert werden. Die Ausbeute betrug dabei 
28 bis 5,5 Proz. der Lufttrockensubstanz der Pilze. 

Zugleich wird aber die gesamte Zellwandsubstanz der héheren 
Pilze auf 20 bis 44 Proz. geschatzt. Das Chitin bildet also nur einen 
geringen Anteil der Pilzzellwand und kénnte demnach als eine Art 
von Inkrustation derselben angesehen werden. Es ist jedoch auch 
méglich, daB das Chitin in der Zellwand nicht im freien Zustande, 
sondern in enger chemischer Bindung mit anderen (Kohlenhydrat-) 
Gruppen vorkommt, wobei diese Bindung durch Behandlung mit 
heiBen Laugen aufgelést wird und das Chitin dann erst in freiem Zu- 
stande zum Vorschein kommt. Ob neben den im Chitin enthaltenen 
Glucosamingruppen noch andere Glucosamingruppen in Form von 
Chitinoiden!) in der Zellwand enthalten sind und ob der ganze Stickstoff 
derselben wirklich nur den Glucosamingruppen zuzuschreiben ist, sind 
Fragen, die in der vorliegenden Arbeit nicht beriihrt wurden. Ohne 
starken Laugeneingriff in die Zellwandsubstanz, der natiirlich mit 
gewissen Zerstérungsprozessen verbunden ist, ist es uns unmdglich, 
weder Chitin, noch wohl andere glucosaminhaltige Polysaccharide 
nachzuweisen. Auch ist es einstweilen nur fiir die Myxomycetenfrucht- 


') A. Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 150, 1925. 
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wandung gelungen!), andere stickstoffhaltige Substanzen (Eiweil) js 
Bestandteile derselben aufzufinden. 


: 2. Polyporus betulinus. 


Bei diesem Objekt gelang es nicht, unverindertes Chitin zur Ab. 
scheidung zu bringen. Statt des Chitins wurde hier nach der Method 
von Scholl ein Kérper oder eine Kérpermischung isoliert, die aufer 
glucosamin- auch glucosebildende Komplexe enthielt. Erst dure) 
Verschmelzung mit Kalilauge gelang es, den Chitingehalt recht wabr. 
scheinlich zu machen, indem Chitosan erhalten wurde*). Ob aber das 
Chitosan wirklich dem richtigen Chitin entstammte, kann noch nicht 
als endgiiltig nachgewiesen gelten. 


Bei Verarbeitung von 50 g nach der Methode von Scholl resultiert: 
eine 5 Proz. der Pilzsubstanz bildende weiBe leichte pulverige Masse 
mit 0,4 Proz. Stickstoff, die gegen Salzsiure von 1,16 und gegen starke 
kalte Lauge resistent war. Bei Verarbeitung von 200g, wobei das 
abwechselnde Behandeln mit Wasser und Lauge langer dauerte, ent- 
sprach der Riickstand 3 Proz. der Pilzsubstanz, enthielt jedoch schon 
1,01 Proz. Stickstoff. Die Riickstiénde waren unléslich in Kupferoxyd. 
ammoniak und farbten sich gelbbzaun von Jod und Schwefelsiur 
Die mikrochemisclte Probe nach Brunswik ergab Kristalle von charak- 
teristischer Quadrat- und Biskuitform, die sich mit Jod und Schwefel- 
siure rétlichviolett farbten; zugleich entstanden in geringer Menge 
gréBere Sphirite (5 bis 15) mit feinem radialen Bau und _ lange 
diinne Nadeln. Beim Verschmelzen mit Kaliumhydrat nach Hoppe. 
Seyler wurde ein 10 bis 11 Proz. der verwendeten Substanz entsprechen- 
des Produkt erhalten, das sich in verdiinnten Sauren restlos aufléste* 
und wieder durch Laugenzusatz ausgefallt wurde. 


Somit muBte in beiden Fallen der Verarbeitung Chitosan gebildet 
worden sein. Leider kénnen wegen eines Unfalls wahrend der Ver- 
brennung bei der nur sehr geringen Menge des erhaltenen Chitosan- 
sulfats, die nur zu einer Bestimmung ausreichte, keine analytischen 
Belege fiir die Substanz gegeben werden. 


Neben dem chitosanbildenden Komplex konnten in dem_ nach 
Scholl dargestellten Praparate auch glucosebildende Komplexe nach- 


1) A. Kiesel, a. a. O. 

*) Es wurde schon von Zeliner angegeben, daB die Methode von Scholl 
in manchen Fallen nicht zum Abtrennen von reinem Chitin fiihrt. 

3) Beim Verschmelzen mit Alkali erhielten Z. Winterstein und Gilson 
aus den von ihnen dargestellten Pilzcellulosepraparaten aus Polyporus 
betulinus Substanzen, die nur teilweise in verdiinnten Sauren léslich waren, 
wobei der unlésliche Teil aus stickstofffreien Kohlenhydraten bestand. 
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gewiesen werden. 0,8306 g wurden mit 5,75 ccm 70proz. Schwefelsdure 
48 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Auffiillen 
bis 200 cem wurde die Mischung 2 Stunden im kochenden Wasserbade, 
dann 2 Stunden im Autoklaven bei 120° erwirmt. Erst bei dem letzteren 
Verfahren léste sich der gréBte Teil der Substanz auf, jedoch blieben 
noch 0,2740 g ungelést. Im aufgelésten Teile lieBen sich 77,67 Proz. 
desselben als Polysaccharid durch Zuckerbestimmung berechnen. Das 
Praparat enthielt somit ein sehr schwer hydrolysierbares Polysaccharid. 
In der von der Zuckerbestimmung itbriggebliebenen Lésung wurde 
nach Neutralisation mit Bariumcarbonat, Einengen zum Sirup, Auf- 
nehmen in Alkohol, Abdampfen desselben und Aufnehmen in wenig 
Wasser durch Zusatz von essigsaurem Phenylhydrazin und 1, stiindiges 
Erwairmen ein Osazon erhalten, das nach Umkristallisieren sich bei 
204 bis 205° zersetzte und somit Glucosazon war. 

Ob beide Anteile, der chitosan- und der glucosebildende, ein Ge- 
misch oder eine Verbindung miteinander bildeten, konnte nicht fest- 
gestellt werden. 


Um eine gewisse Vorstellung iiber die neben dem Chitin in der 
Pilzzellwand eingeschlossenen Subst.wnzen zu haben, wurde das erste 
alkalische Filtrat der Verarbeitung von Lactarius volemus verwendet. 

Die durch ein Asbestfilter filtrierte Lésung bildete bei Neutralisation 
mit Salzsiure einen tlockigen Niederschlag, der abfiltriert und mit 
Wasser sorgfaltig ausgewaschen wurde. Das Filtrat wurde im Vakuum 
auf ein kleines Volumen eingeengt und mit dem mehrfachen Volumen 
%proz. Alkohols versetzt. Es entstand ein flockiger Niederschlag, 
der etwa das 34,fache Gewicht des ersten hatte. 

Der erste Niederschlag léste sich in warmer 10- bis 15proz. Natron- 
lauge ; 3- bis 10 proz. Schwefelséure léste ihn nur schwach beim Kochen 
auf. Er enthielt 0,31 Proz. Stickstoff. Nach fiinfstiindiger Hydrolyse 
mit 2,5proz. Schwefelsiure konnten 25,39 Proz. in Form von redu- 
zierendem Zucker in der Lésung nachgewiesen werden. Aber auch bei 
starker Hydrolyse, die durch 12stiindiges Stehenlassen mit 75proz. 
Schwefelsiure und Erwirmen im Autoklaven bei 120° bei einem 
Schwefelsiuregehalt von 2 Proz. bewirkt wurde, blieben noch etwa 
9 Proz. ungelést, wobei vom aufgelésten Teile 75,4 Proz. in Form von 
reduzierendem Zueker nachgewiesen werden konnten. Der gebildete 
Zucker gab ein Osazon, das sich bei 204 bis 205° zersetzte und demnach 
Glucosazon war. 

Der zweite Niederschlag liste sich leicht in kalter 10- bis 15proz. 
Lauge und ziemlich leicht beim Kochen in 3proz. Schwefelsiure. Sein 
Stickstoffgehalt betrug 1,06 Proz. Eine zweistiindige Hydrolyse mit 
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3proz. Schwefelsiure ergab schon 44,42 Proz., eine fiinfstiindive 
47,1 Proz. an reduzierendem Zucker. Die ganz wie bei dem ersten 
Niederschlag ausgefiihrte starke Hydrolyse lieB 52,9 Proz. Zucker nach. 
weisen, der ein Osazon vom Zersetzungspunkt 204 bis 205°, also ein 
Glucosazon bildete. 

Beide Polysaccharide unterschieden sich demnach durch ihr Ver. 
halten gegen Saiure: das erste war nur sehr schwer, das letzte viel 
leichter hydrolysierbar, wobei beide geniigend resistent gegen 10proz. 
Lauge waren, indem sie das Kochen mit derselben ertrugen und dabei 
in Lésung gegangen waren. 





Beitrige zum Problem des Blutzuckers. 


I. Mitteilung: 


Uber das Verhalten von Reduktion und Polarisation des Blutzuckers nach 
peroraler und intravendser Glucosezufuhr. 


Von 
H. K. Barrenscheen, H. Kahler und H. Hechl. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut und der III. medizinischen 
Klinik der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1925.) 


Wahrend die quantitative Seite des Blutzuckerproblems seit der 
Kinfiihrung der Mikromethoden eine weitgehende Klarung erfahren 
hat, ist die Literatur zur Frage der chemischen Natur des Blutzuckers 
eine relativ geringe geblieben, obzwar gerade diese Frage fiir Physiologie 
und Pathologie von gréBter Bedeutung ist. Sehen wir von den Alteren 
Arbeiten ab, welche sich vorwiegend mit der Frage der Bindung des 
Blutzuckers und der sogenannten Restreduktion und deren Aufklarung 
befaBten !), so gebiihrt den Englindern Winter und Smith?) das Verdienst, 
in einer Reihe von experimentellen Arbeiten dem Problem nach der 
chemischen Natur des Blutzuckers systematisch mit neuer Methodik 
nachgegangen zu sein. 

Ankniipfend an die — iibrigens nicht bestatigte — Behauptung von 
Hewitt und Pryde*), daB a-f-Glucose bei der Beriihrung mit der Schleim- 
haut des normalen Darmes in die niedriger drehende y-Glucose verwandelt 


werde, untersuchten Winter und Smith vergleichend Reduktion und 
Polarisation des Blutzuckers und fanden beim normalen Menschen und bei 


1) Uber die dltere Literatur vgl. Stepp, Ergebn. d. Physiol. 20, 1922; 
ferner das Referat von Laquer, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 12 und 13. 

*) Journ. of Physiol. 57, 100, 1922; Brit. med. Journ. 1923, 8. 711, 894. 

*) Biochem. Journ. 14, 395, 1920; vgl. dagegen Stiven und Reid, eben- 
daselbst 17, 556 bis 563, 1923. 
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verschiedenen Tieren den Reduktionswert héher als den Polarisationswert, 
der erst im Verlauf einiger Tage die Héhe des Reduktionswertes erreichte, 
Ganz anders lagen die Verhaltnisse beim Diabetiker oder beim Normalen 
nach Injektion von Adrenalin: Hier war der Drehungswert héher als der 
Kupferwert, doch glich sich auch diese Differenz nach einigen Tagen aus, 
der Drehungswert sank allmahlich auf die Héhe des Reduktionswertes ab. 
Auf Grund ihrer Befunde schlossen Winter und Smith, daB beim Normalen 
ein von der gewéhnlichen, im Gleichgewicht befindlichen a-f-Glucose 
verschiedener Zucker ,,reaktionsfahiger Natur‘‘ kreise, wahrend beim Dia- 
betiker und nach Adrenalin die gewéhnliche a-$-Form vorhanden sein 
sollte. Ob diese reaktionsfahige Glucose mit der durch die Untersuchung 
von Emil Fischer'), sowie von Irvine*) und seinen Mitarbeitern auch fiir 
die Physiologie bedeutungsvoll gewordenen y-Glucose identisch sei, wurde 
von den englischen Autoren nicht entschieden, die Méglichkeit jedoch auf 
Grund verschiedener Reaktionen als wahrscheinlich diskutiert. 


Die Angaben von Winter und Smith wurden von verschiedenen Seiten 
nachgepriift, doch war das Ergebnis durchaus kein einheitliches. Wahrend 
auf der einen Seite Hadie*), Macleod‘), Nakahayashi und Abelin®), die 
nach der Technik von Winter und Smith arbeiteten, die Befunde bestatigen 
konnten, kamen andere Autoren, wie Thannhauser und Jenke*), van Cre- 
feld’), Mozotowski*), Haldane, Wigglesworth und Woodrow*), Denis und 
Hume'*) zu absolut negativen oder ungleichmaéBigen Resultaten. In einer 
vor kurzem erschienen Arbeit") geben iibrigens Winter und Smith selbst 
ihren bisherigen Standpunkt auf und kommen nach ihrer eigenen Methodik 
zu negativen Resultaten. Wahrend Hewitt'*) aus theoretischen Griinden 
die Auffassung von Winter und Smith durchaus ablehnt, wird von Prings- 


heim™*) wiederum ‘rein theoretisch der Standpunkt der beiden englischen 
Autoren verfochten und auch der Versuch einer strukturellen Formulierung 
des im Blute kreisenden Traubenzuckers unternommen, einer Formulierung 
als y-Glucose mit einer 1—6-Sauerstoffbriicke, die unseren heutigen Kennt- 
nissen vom Aufbau bzw. Abbau des Glykogens Rechnung tragen soll. 


1) B. B. 47, 196 und 1980, 1915. 

*) Journ. chem. Soc. London 107, 524 und 541, 1915ff. 

’) Amer. Journ. of Physiol. 68, 513, 1923. 

*) Lancet 205, 198, 1923/II. 

5) Diese Zeitschr. 147, 544, 1924. 

6) Miinch. med. Wochenschr. 71, 96, 1924. 

7) Biochem. Journ. 17, 860, 1923. 

8) C. r. de la Soc. de biol 90, 311, 1924. 

*) Proc. of the Royal Soc. of London, Ser. B, 96, Nr. B, 672, 8. 15 bis 
28, 1924. Wéahrend fiir die experimentelle Alkalosis die Polarisation stets 
héher als die Reduktion gefunden wurde, konnte bei experimenteller 
Acidosis kein Abweichen vom Verhalten gewéhnlicher a-8-Glucose fest- 
gestellt werden. 

10) Journ. of biol. Chem. 60, 603, 1924. 

11) Proc. of the Royal Soc. of London, Ser. B, 97, Nr. B 680, 8. 20 bis 
40, 1924. 

12) Brit. med. Journ. 1923, 8.590; vgl. dazu die Entgegnung von 
Winter und Smith, ebendaselbst S. 894. 

18) Diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
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Eine experimentelle Stiitze der urspriinglichen Angaben von Winter und 
Smith bilden auch die schénen nach Abschlu8 unserer Arbeit erschienenen 
Untersuchungen von Lundsgaard und Holboll'), die mit einer absolut 
schonenden Technik — Dialyse — gleichfalls die Differenz zwischen Drehung 
und Reduktion nachweisen konnten und fiir die Glucose des normalen 
Blutes eine spezifische Drehung zwischen 15,9 und 42,2° berechneten. 
Eine Identitaét mit einer der bisher strukturell aufgeklarten Glucoseformen 
wird von Lundsgaard abgelehnt, der normal im Blute kreisende Zucker mit 
dem neutralen Namen Neoglucose belegt. 


Unsere eigenen Untersuchungen, die bereits seit 14 Jahren ab- 
geschlossen sind und deren Veréffentlichung aus auBeren Griinden 
bisher unterblieb, suchten die Frage von einem anderen Gesichtspunkt 
aus und mit geanderter Technik fortzufiihren und einer Klérung naéher 
zu bringen. Unterliegt der Traubenzucker, der normalerweise im Blute 
kreist, ingendwelchen Verainderungen, so muBten diese besonders klar 
tage treten bei dem Vergleich des Blutzuckers nach peroraler und 
intravendser Glucosezufuhr. Nach den experimentellen Beobachtungen 
von Bang?) und den Untersuchungen am Menschen von Biedl und 
Kraus*), Falta und Bernstein*) sind die Ausscheidungsverhiltnisse 
fir den verfiitterten Traubenzucker ganz andere als fiir den intravenés 
zugefiihrten. Die Blutzuckerkurve nach intravenéser Injektion zeigt 
nach den Arbeiten von Thannhauser und Pfitzer®), Jérgensen und 
Plum*) betrachtliche Unterschiede gegen die Kurve der alimentaren 
Hyperglykamie. Gleichzeitig begonnene eigene Untersuchungen iiber 
den Vergleich der Blutzuckerkurve und des Harnzuckers nach peroraler 
und intravenéser Verabreichung von Glucose bei Normalen und ver- 
schiedenen Kranken ergaben, daB nach intravendéser Injektion von 
30g Glucose in 50proz. Lésung meist recht bedeutende Zuckermengen 
mit dem Harn ausgeschieden werden, trotzdem der Blutzuckerspiegel 
nur relativ niedrige Werte erreicht, wahrend das gleiche Individuum 
nach 100 g Glucose per os keine oder nur minimale Zuckerausscheidung 
im Harn bei betrachtlicher alimentarer Hyperglykamie zeigt. In diesem 
Verhalten glaubten wir eine Stiitze fiir die Richtigkeit unserer Voraus- 
setzung erblicken zu kénnen. Von einem Vergleich beider Hyper- 
glykamieformen hoffen wir aber auch Anhaltspunkte fiir die Auffassung 
vom Wesen der diabetischen Blutzuckervermehrung gewinnen zu kénnen. 


1) C. r. de la soc. biol. 92, Nr. 2, S. 115 bis 116; Nr. 5, S. 395 bis 397; 
Nr. 7, 8.525 bis 527. Ugeskrift f. Laeger 87, Nr. 10, S. 243 bis 250, 1925; 
Journ. of biol. Chem. 62, 453 bis 469, 1925. 

*) Der Blutzucker, 8S. 73 bis 83. Wiesbaden 1913. 

3) Wien. klin. Wochenschr. 1896, S. 55. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 125, 1916; 127, 1918. 

5) Miinch. med. Wochenschr. 1913, Nr. 39, 8. 2155. 

*) Acta med. scandinavica 58, 161, 1923. 
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Il, Zur Technik der Versuche. 


Griinde theoretischer und praktischer Natur veranlaBten uns, cine 
andere Methode zur Verarbeitung des Blutes als die von Winter und 
Smith benutzte auszuarbeiten. Der schwerwiegendste Einwand, der 
gegen die Angaben von Winter und Smith erhoben wird, daB namlich 
ihre Befunde durch eine primare Drehungsaénderung bedingt seien, ist 
durch ihre Technik der EnteiweiBung bedingt. Sie bedienten sich der 
Methode von Folin und Wu'), Fallung der Eiwei8kérper bei schwefel. 
saurer Reaktion?). Nach ihren Angaben erhielten sie ein schwach saures 
Filtrat, und in dieser schwach sauren Reaktion sehen sie eine gewisse 
Sicherheit dafiir, daB die eventuell vorhandene instabile reaktionsfahige 
Form des Traubenzuckers nicht zu rasch in die gewéhnliche Gleich. 
gewichtsform der a, B-Glucose verwandelt wird. So richtig diese theo. 
retische Uberlegung an sich ist, so wenig darf iibersehen werden, dai 
bei dem Einengen eines immerhin betrachtlichen Volumens bis nahe 
zur Trockne die anfanglich schwach saure Reaktion stark sauer werden 
mu8 und auch das Endfiltrat, das weniger als den zehnten Teil der 
Ausgangsmenge betriagt, diese stark saure Reaktion zeigt®). Insofern 
sind die Einwande von Thannhauser und Jenke berechtigt, sie vermégei 
aber keineswegs das von den englischen Autoren festgestellte ver. 
schiedene Verhalten des Blutzuckers von normalen und diabetischer 


Individuen zu erkliren. Eine primaire Drehungsainderung miiBte bei 
gleichbleibend saurer Reaktion stets in gleichem Sinne wirksam sein‘) 


Was wir von einer Abanderung der urspriinglichen Methode ver. 
langen muBten, war zunichst, daB die normale py, des Blutes bein 
Arbeiten nicht wesentlich geaindert wiirde und auch das Ionenmilieu 
keine durch Zusiitze bedingte Verschiebung erleide. Vom praktischen 
Standpunkt aus war zu beriicksichtigen, daB das Einengen so grofer 
wisseriger Fliissigkeitsmengen im Vakuum bei niedriger Temperatur 
wie es die Methodik von Winter und Smith verlangt, immer eine miBliche 
Sache ist, namentlich aber dort, wo ein méglichst rasches Verarbeiten 
des Materials geboten ist. Nakahayashi und Abelin sind aus diesem 
Grunde vom Vakuum abgekommen und haben ihre Filtrate im Luft- 
strom (Féhn) eingeengt. 


1) Journ. of biol. Chem. 38, 90, 1919; 41, 367, 1920. 

2) Beziiglich der Technik von Winter und Smith in ihren Einzelheiten 
vgl. Journ. of Physiol. 57, 100. 

3) Vgl. dazu die Angaben von Nakahayashi und Abelin, 1. c. 

*) Nach den kiirzlich erschienenen Untersuchungen von Levene und 
Ulpts (Journ. of biol. Chem. 64, 473, 1925) ware iibrigens auch an eine 
durch die Saurewirkung bedingte Kondensation von Glucosemolekiilen 
zu denken. 
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Nach mehrfachen Versuchen, durch EnteiweiBung mit Alkohol*) 
ans Ziel zu gelangen, haben wir schlieBlich folgenden Weg eingeschlagen, 
der uns in relativ kurzer Zeit zu vollkommen klaren und farblosen, 
absolut eiweiBfreien Filtraten fiihrte, deren p,, von Fall zu Fall nur 
innerhalb ganz geringer Grenzen schwankte. 

Das Blut wurde aus der leicht gestauten Vene durch weite Kaniilen 
direkt unter Riihren mit einem Glasstab in hohen MeBzylindern auf- 
gefangen, die ein Gemisch von gleichen Teilen absoluten Alkohols und 
wasserfreien, reinen Acetons enthielten. Die Mengen waren so be- 
rechnet, daB — ohne Beriicksichtigung der Kontraktion — auf 1 Teil 
Blut 4 Teile des Alkohol-Acetongemisches kamen, in der Regel 50 ccm 
Blut auf 200 ccm Alkohol-Aceton. Die Verwendung des Acetons zur 
EnteiweiBung bringt zwei Vorteile fiir die weitere Verarbeitung mit 
sich: Bessere Fallung der Eiwei®kérper und gréBere Fliichtigkeit des 
Acetons. Das verwendete Aceton war mehrfach rektifiziert, zum Teil 
iiber die Bisulfitverbindung gereinigt und absolut séurefrei. Filtriert 
wurde durch zwei iibereinander geschaltete Trichter durch ein Falten- 
filter und ein Blaubandfilter. Das Filtrat wurde im Vakuum bei einer 
Wasserbadtemperatur von 30 bis 35° bis auf 5 bis 10 ccm eingeengt, 
der Riickstana in weite Reag@nzgliser tibergespiilt und der Kolben 
mehrmals mit wenigen Kubikzentimetern destillierten Wassers nach- 
gespilt. Das Gesamtvolumen des eingeengten Filtrats mit den Wasch- 
wissern betrug 15 bis 20cem. Die letzten Spuren von Eiweib, sowie 
Fette, Lipoide und Farbstoffe wurden durch kolloidales Eisen- 
hydroxyd entfernt, von dem 20 bis 25 Tropfen — etwa 1 bis 144 com — 
in alien Fallen ausreichten. Ein Zusatz von MgSO, zur vollkommenen 
Flockung des Eisens war iiberfliissig, der Elektrolytgehalt des eingeengten 
Blutfiltrats geniigt vollkommen zur Erzielung eines grobflockigen 
Niederschlags. Das Filtrat von der Eisenfallung ist wasserklar, voll- 
kommen farblos, seine m - bestimmt nach der kolorimetrischen 
Methode von Michaelis — lag in den extremsten Fallen bei 6,4 bzw. 7,0, 
durchschnittlich bei 6,6 und zeigte so eine annehmbare Konstanz. Da 
es uns nicht auf den absoluten Blutzuckerwert, sondern nur auf den 
Vergleich von Reduktion und Polarisation ankam, wurden die einzelnen 
Filtrate nicht gemessen. Das Endfiltrat wurde in allen Fallen in Meb- 
kélbchen mit destilliertem Wasser auf 20 ccm aufgefiillt und sofort 
der Polarisation zugefiihrt. Vom Moment der Blutentnahme bis zur 
Polarisationsbestimmung vergingen 2 bis 3 Stunden, was eine wesentliche 
Abkiirzung der Zeit gegeniiber der Methodik von Winter und Smith 
bedeutet. Zur Polarisation wurde ein dreiteiliger Halbschattenapparat 


1) Auch Winter und Smith versuchten auf Veranlassung von Hopkins 
die EnteiweiBung mit Alkohol, sind jedoch wegen der Schwierigkeit der 
Entfernung der Fette und Lipoidsubstanzen davon abgekommen. 
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nach Landolt von Schmidt und Haensch verwendet, der eine Genauigkeit 
der Ablesung von + 0,01° erlaubt. Die Ablesungen erfolgten bei Natrium. 
licht, die Werte wurden aus dem Mittel von mindestens sechs Ab- 
lesungen berechnet. Zur Kontrolle wurden wiederholt Bestimmungen 
an Lésungen von reinem, wasserfreiem Traubenzucker ausgefiihrt, 
von denen drei als Beleg angefiihrt werden sollen. 





y, Polarisiert 
Zacher noch | (Mittel aus Differenz 


Bertrand 6 Ablesungen) 
Proz. | Proz. Proz. 


0,190 


0191 0,190 + 0 


0,170 os 
0170 0.171 + 0.001 


dl 0,209 + 0,006 

Wir halten uns daher berechtigt, iiber eine Abweichung von 
6 mg-Proz. hinausgehende Werte als positive Resultate zu buchen. 

Die Reduktion wurde nach der Bertrandschen Methode mit 10 bis 
15cem des Endfiltrats bestimmt. Bei den Versuchen mit peroraler 
Darreichung von 50 bis 100 g Glucose erfolgte die Blutentnahme 3, bis 
1 Stunde nach der Zuckeraufnahme, entsprechend dem Gipfel der in 
der Mehrzahl der Fi'le gleichzeitig festgelegten Blutzuckerkurve. Zur 
intravenésen Injektion verwendeten wir eine 50proz. Traubenzucker- 
lésung, von der 60 ccm, entsprechend 30g Glucose, rasch injiziert 
wurden. In diesen Fillen erfolgte die Blutentnahme 15 bis 20 Minuten 
nach Beendigung der Injektion, zu einer Zeit, die nach unseren Unter- 
suchungen dem Maximum des Blutzuckerspiegels entspricht. Un- 
angenehme Nebenerscheinungen, wie Schiittelfrost usw., wurden im 
AnschluB an die Injektionen nie beobachtet. 


III, Untersuchungen an Normalen und an nicht diabetischen Kranken. 


Das Verhialtnis von Reduktion und Polarisation wurde zuniachst 
an vier Normalen (zwei Frauen und zwei Mannern) 16 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme untersucht. 

Das Ergebnis, das in Tabelle I zusammengestellt ist, war in allen 
Fallen das gleiche. Der Polarisationswert liegt durchweg betrachtlich 
unter dem Reduktionswert und betragt in Prozenten des Reduktions- 
wertes fiir die einzelnen Fille 67,8, 65,28, 49,4 und 73,08 Proz., im 
Mittel der vier Versuche 63,89 Proz. Noch klarer wird die Differenz, 
wenn wir unter Zugrundelegung des Reduktionswertes die spezifische 
Drehung aus den abgelesenen Polarisationswerten berechnen, wie dies 
in Kolumne 5 der Tabelle geschehen ist. Statt der fiir a, B-Glucose 
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Tabelle 1. 
Untersuchungen an niichternen Normalen. 





3 4 5 6 


Blutzucker Spezifische 
— — rehung Polari- 


aus der = setionswert 
Nr , Reduk- Polari- *bgelesenen 
4 Glucose: . . rehuny 
= zufuhr _—«tioms+_sations- y gq Reduk- Reduktions- 


Name wert wert _tionswert wertes 
berechnet 


Proz. Proz. 0 Proz. 


Anmerkung 


0,132 0,089 35,6 67.8 Py des Endfiltrats 6,8 
0,108 0,070 34,3 65,28 6.6 
0,085 0,042 25,7 49.4 6.8 
0.130 0,095 38.5 73,08 6.9 


geforderten 52,5° finden wir hier Drehungswerte zwischen 25,7 und 
38,5°, Werte, die mit den von Lunsgaard und Holboll angegebenen, 
nach anderer Methodik gewonnenen, vortrefflich tibereinstimmen. 

Nach peroraler Zufuhr von 50 bis 100 g Glucose wurden 13 Fille 
untersucht. Samtliche Versuchspeftsonen waren hier aus duBeren 
Griinden Frauen. Alle Altersstufen zwischen 20 und 70 Jahren sind 
vertreten. Der Zucker wurde durchweg niichtern, in Tee aufgelést, 
verabreicht. 

Als normal laéBt sich das Material zum Teil durchaus nicht ansprechen. 
MuB8ten wir doch mit Riicksicht auf die relativ groBen Blutmengen, 
die wir benétigten, die Versuche auch dort anstellen, wo die Venae 
punctio als therapeutischer Eingriff gerechtfertigt war. Diese Un- 
gleichheit des Materials bedingt wohl auch die ungleichmaBigen Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe, die in Tabelle I] zusammengestellt sind. 
In acht von den untersuchten Fallen — Nr. 5, 7, 8, 9, 11, 14, 15, 16 
der Tabelle II — bietet sich nach peroraler Zufuhr von 50 bis 100g 
Glucose auf der Héhe der Hyperglykamie das gleiche Verhalten von 
Polarisation und Reduktion, wie wir es beim niichternen Normalen 
gefunden haben. Die Polarisationswerte betragen zwischen 53,3 bis 
93,4 Proz. des Reduktionswertes, im Durchschnitt 74,2 Proz., liegen 
also héher als die beim Niichternen beobachteten Werte. Entsprechend 
verschieben sich auch die Werte fiir die spezifische Drehung, die zwischen 
32 und 50,3° liegen, der Durchschnittswert betragt hier 40,2 gegen 33,5° 
in den Niichternversuchen. In fiinf Fallen wurde auch analog den 
Untersuchungen von Winter und Smith die Drehungsinderung des 
Endfiltrats durch mehrere Tage hindurch beobachtet. Unsere Er- 
gebnisse decken sich hier mit den Angaben von Winter und Smith. 

6* 
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Der dem Reduktionswert entsprechende Drehungswert wurde erst 
nach 2 bis 4 Tagen erreicht, zweimal wurden am vierten Tage sogar 
héhere Werte, als die Reduktion sie anzeigte, abgelesen. Das folgende 
Beispiel, das wir aus Griinden der Raumersparnis allein anfiihren, 
illustriert sehr schén eine solche Beobachtungsreihe. 


Tabelle [1]. 


Untersuchungen nach peroraler Glucosezufubr. 





3 -s 5 6 


Blutzucker spezifische 
~~] Polari« 
aus der 
Nr. Glucose- Reduks Polari- lesenen og 
d fuh hung : 
_ zutubr _ tions+ ‘sations+| y 4. Reduk« Reduktions- 
Name wert wert tionswert 
berechnet waee 


gperos  Proz. Proz. 0 Proz. 


\nmerkung 


100 0,317 | 0,266 44,2 83,9 Pa des Endfiltrats 6,8 
Harn: Zucker 6 
100 0,152 | 0,152 100 Py des Endfiltrats 6,4 
Harn: Zucker 6 
100 | «0,175: 0,107 ‘ ‘ 4H des Endfiltrats 6,7 
| arn: Zucker 6 
| 0,114 k Pa des Endfiltrats 6,6 
Harn: Zucker, Spuren 
100 0,054 j } Py des Endfiltrats 6,8 
arn: Zucker @ 
Pa des Endfiltrats 6,6 
Harn: Zucker, Spuren 
des Endfiltrats 6,7 
m: Zucker @ ion 
Pa des Endfiltrats 6,7 
Harn: Zucker 6 : 
Chron, paren, Nephritis. tritt 
Albumen 20 Proz.! satio 
u des Endfiltrats 6,9 wees 
: Zucker, Spuren : 
Schusentalene. Blut- Mali 
druck 210-230 mm Hg. nicht 


0,161 0,108 | : 7, des Endfiltrats 68 il 
Bay Zucker 6 ail 
50 0,187 | 0,158 des Endfiltrats 6,7 : 
n: Zucker @ — 
50 =—-« 0,213 | 0,131 Pa des Endfiltrats 6,8 feine: 
| rn: Zucker 6 
| Sek.-Schrumpfniere 
50 0,102 | 0,097 | des Endfiltrats 6,5 
i Zucker 6 
Albumen + 
Mitral- u. Aortenstenose, 
Stauungsleber 


100 


nied: 
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Fall Wall (siehe Tabelle II, Nr. 7). Versuch am 23. April 1924. 


Reduktionswert ........... +... . . 0,175 Pros. 
Polarisationswert 23.IV. 12 Uhr mittags. . . . . 0,107 

s 23.IV. 6 Uhr nachmittags. . . 0,107 

* Es” oS tk, Su ae Chae coe 6 a 

- Eee. EWS ke a a ee 

- Cre wr: wees ots oS SEED 


Der am vierten Tage abgelesene Polarisationswert iibersteigt den 
Reduktionswert um rund 8,5 Proz. Bemerkenswert ist, daB der Anstieg 
nicht gleichmaBig, sondern in den ersten Tagen ganz allmahlich, vom 
dritten zum vierten Tage sehr steil erfolgt. Das gleiche Verhalten fanden 
wir auch in unseren anderen Beobachtungen. Ein Schwanken der 
Polarivationswerte um eine Mittellage, wie es von Nakahayashi und 
Abelin beobachtet wurde, konnten wir in keinem Falle feststellen. 

Von den restlichen fiinf Fallen war der Polarisationswert viermal 
gleich (Falle 6, 10, 12 und 17), einmal (Fall 13) lag derselbe itiber dem 
Reduktionswert. Wie laBt sich ein solches abweichendes Verhalten 
erklaren ? Fiir einen Teil der Fille (Nr. 13 und 17 der Tabelle I) kann 
man ungezwungen nach dem klinischen Befund auf eine verminderte 
Toleranz fiir alimentire Belastung mit Traubenzucker schlieBen?). 
Eine Erklarung, die alle Fille umfaBt, ergibt sich vielleicht aus dem 
Vergleich der Befunde bei Niichternen und nach Zuckerbelastung unter 
gleichzeitiger Beriicksichtigung der Zuckerausscheidung durch den Harn. 
Der Polarisationswert bei Niichternen liegt durchschnittlich niedriger 
als der nach Traubenzuckereingabe beobachtete. Die spezifische Drehung 
betragt im Durchschnitt bei den Niichterntillen 33,5°, bei den Fallen 
mit alimentaérer Hyperglykimie 40,2°. Dieser héhere Wert kénnte 
nun seine Erklarung darin finden, daB noch nicht in den kérpereigenen, 
niedriger drehenden Zucker umgewandelte a, 8-Glucose ins Blut iiber- 
tritt. Dort, wo diese Mengen gering geblieben sind, wird sich der Polari- 
sationswert gegeniiber den bei Niichternen erhobenen Befunden nicht 
wesentlich andern (siehe Falle 7, 9, 14 und 16 der Tabelle II). In dem 
Mafe, als die Umwandlung in kérpereigenen Zucker mit der Resorption 
nicht Schritt halten kann, steigt der Polarisationswert (s. Fille 5, 8, 
ll und 15), bis schlieBlich die Niere den kérperfremden Zucker nicht 
mehr zuriickhalten kann und es zur Glykosurie kommt?). Der Vergleich 
zwischen Reduktion und Polarisation kénnte so vielleicht eine noch 
feinere Priifung der Zuckertoleranz sein als die Probe auf alimentaire 


1) Vgl. dazu die Ergebnisse von Haldane, Wiggleworth und Woodrow 
(l.e.), die bei experimenteller Alkalosis neben verminderter Toleranz fiir 
alimentére Belastung mit 100g Glucose eine Erhéhung der Polarisations- 
werte des Blutzuckers gegen die Reduktionswerte feststellen konnten. 

*) Vgl. dazu die Untersuchungen von Hamburger, Klin. Wochenschr. 1, 
Nr. 9, 8. 418, 1922. 
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Glykosurie. So finden wir im Fall 8 bei einer spezifischen Drehung von 
50,3° im Harn bereits Zucker, die Blutentnahme scheint hier kurz vor 
dem kritischen Punkt erfolgt zu sein. Die fehlende Glykosurie in den 
Fallen 13 und 17 findet unschwer ihre Erklarung in dem klinischen 
Befund — schwere Nierenerkrankung bzw. Kreislaufstérung. Wir 
sind weit entfernt, aus unserem immerhin nicht zu groBen Material 
weitgehende Schliisse theoretischer Natur ziehen zu wollen, glauben 
aber, daB die gegebene Erklirung am ehesten mit unseren theoretischen 
Vorstellungen vom Zuckerstoffwechsel und den vorliegenden Tat. 
sachen in Einklang steht. Eine Stiitze fiir unsere hier vertretene An- 
schauung sind auch die Ergebnisse der Untersuchungen nach intra- 
vendéser Injektion von hochprozentiger Glucoselésung. 


Tabelle III. 
Untersuchungen nach intravenéser Glucosezufuhr. 
Die Nummern der, Versuche entsprechen den Patienten in Tabelle II. 








‘ 


2 4 3 | 5 6 


fische , 


je ' 
ung Polari- 


Blutzucker | Spezit 
re 
aus 


Glukoses | | der = sationswert 
zufuhr | Reduk+| Polaris | “bgelesenen 

tions: |sutionss| u. d. Reduks Reduktions- 

|| wert wert | tionswert | 
8 } i berechnet ae 
intravends Proz. | Proz. 0 Proz. 


6a || 30 | 0306/0342! 585 | 112 | pq des Endfiltrats 6,5 
Wor. | Harn: Zucker 3,8 g 
7a 0,079 | 0,129! 86,3 164 | py des Endfiltrats 6,8 
Wal. Harn: nicht untersucht 
8a | 0,210 | 0,230 57,9 109 | pq des Endfiltrats 68 
Wi. | Ham: Zucker 1,42 
9a | 0,175 0,171 Pa des Endfiltrats 6,6 
Bla. | Harn: Zucker 3,3 g 
lla | 0,110 | 0,133 j Pm des Endfiltrats 6,8 
Ger. | Harn: Zucker 4,8 g 
3a | 0,170 | 0,209 : | Pa des Endfiltrats 6,4 
Kri. | Harn: Zucker 0,9 g 
l5a 0,163 0,352 . Pa des Endfiltrats 6,8 
Ed. || Harn: Zucker 5,4 g 
16a | 0,303 0,274 . Py des Endfiltrats 6,6 
Pra. | Harn: Zucker, Spuren. 
} i quantitativ nicht be- 
| stimmbar 
| 0,223 0,331, 78 148,5 des Endfiltrats 6,5 
I rm: Zucker 2,2 g 





I7a | 30 
Smet. | 
Die in dieser Reihe angefiihrten Fille wurden sémtlich auch nach 


peroraler Zufuhr von Glucose untersucht, so daB ein einwandfreiet 
Vergleich zwischen den Werten méglich ist. 
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Das Ergebnis tiberrascht nun bis zu einem gewissen Grade. Man 
sollte annehmen, da8 bei einer plétzlichen Uberschwemmung der 
Blutbahn mit groBen Mengen von a, £-Glucose diese auch im optischen 
Verhalten des Blutzuckers zum Ausdruck kommen muB, da ja der 
regulatorische und assimilatorische EinfluB der Leber und der Gewebe 
sich nur allma&hlich auswirken kann. Statt dessen finden wir nur in 
einem Versuch (Nr. 9a der Tabelle III) den Drehungswert identisch 
mit dem Reduktionswert — auf Fall l6a, bei welchem der Polari- 
sationswert unter dem Reduktionswert liegt, soll spiter eingegangen 
werden —, wahrend in sieben Fallen der gefundene Wert fiir die spezi- 
fische Drehung weit tiber dem erwarteten Gleichgewichtswert der 
a, B-Glucose liegt und in einem Falle (Nr. 15a) mit einer spezifischen 
Drehung von 113,5° einen Wert erreicht, der die fiir reine a-Glucose 
berechnete Drehung von 110° noch um einiges iiberschreitet. Die 
Polarisationswerte liegen in diesen sieben Versuchen zwischen 57,9 
und 113,5°, der Durchschnittswert ist 74,6°, in Prozenten des Reduktions- 
wertes berechnet, liegen die Zahlen fiir die Drehungswerte zwischen 
109 und 215,9 Proz., im Durchschnitt 143 Proz. Entsprechend den 
Versuchen nach peroraler Glucosezufuhr wurde in fiinf Fallen die 
Drehungsanderung des Endfiltrats verfolgt, der Reduktionswert wurde 
in vier Versuchen nach 2 Tagen, in einem nach 3 Tagen erreicht. In 
diesem Falle war analog dem beschriebenen Verhalten bei peroraler 
Zufuhr der Abfall am ersten Tage nach dem Versuch nur gering, der 
weitere Abfall bis zu dem Reduktionswert erfolgte steil’ mit einem 
deutlichen Knick der Kurve. Unter den Reduktionswert sahen wir 
den Polarisationswert nie herabgehen. 

Eine Erklarung fiir dieses Verhalten ist bei dem heutigen Stande 
unseres Wissens schwer zu geben, kénnen wir doch nicht einmal mit 
Sicherheit sagen, worauf das abnorme Drehungsvermégen des Blut- 
zuckers unter normalen Verhaltnissen beruht, ob hier eine bisher un- 
bekannte kérpereigene Struktur des Traubenzuckers vorliegt, oder ob 
ein Teil des Zuckers in irgend einer lockeren reaktionsfahigen Bindung, 
eventuell an Phosphorséure, im Blute kreist. Legt man die Annahme, 
da8 wir es im Blute mit einem Traubenzucker unbekannter, kérper- 
eigener Struktur zu tun haben, der Betrachtung zugrunde, so lieBen 
sich die abnorm hohen Zahlen, welche bei intravenéser Injektion ge- 
funden wurden, so erkliren, daB die kérpereigene Struktur iiber eine 
héherdrehende Form der Glucose, eventuell a-Glucose, erreicht wird. 
Diese Annahme kénnte zwar in den Angaben von Thannhauser und 
Jenke iiber die Ausnutzung der a- bzw. B-Glucose durch den Diabetiker 
eine Stiitze finden, ist jedoch mit unseren Ergebnissen schwer in Einklang 
zu bringen, da gerade der Fall mit den héchsten Polarisationswerten 
die héchste Zuckerausscheidung zeigt. Unsere Befunde beim Diabetiker 
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(s. unten) sprechen ebensowenig in diesem Sinne. Auch an die Méglici- 
keit einer rasch einsetzenden Polymerisation als Ursache der abnorm 
hohen Drehung ware zu denken. Eine, wenn auch nicht durchgehend 
zu beobachtende Parallelitat zwischen der Héhe der Zuckerausscheidung 
und der Héhe der Drehung la8t daran denken, daB die Polarisations. 
werte einen Ausdruck fiir die Raschheit und Intensitaét der Regulations. 
und Assimilationsfahigkeit des Organismus darstellen: Niedrige Werte 
sprachen fiir eine gute, hdhere Werte fiir eine herabgesetzte Assimilation. 
So lieBe sich auch der ganz aus dem Rahmen fallende Fall 16a erklaren, 
bei dem der Polarisationswert unter dem Reduktionswert gefunden 
wurde, und der als einziger Fall einer gréBeren Reihe von Unter- 
suchungen nach intravenéser Injektion von 30g Glucose nur quanti. 
tativ nicht bestimmbare Spuren Zucker ausschied. Bezeichnender- 
weise zeigt dieser Fall ebenso wie Fall 9a, bei dem die Polarisation 
mit der Reduktion identische Werte ergab, nach peroraler Zucker. 
belastung die niedrigsten in unserer Versuchsreihe beobachteten Werte 
spezifische Drehung = 32,4 bzw. 32,0° —, Befunde, die gleichfalls 
fiir eine Beziehung zwischen Assimilationsfaihigkeit und Héhe der 
beobachteten Drehung sprechen. 


' IV. Untersuchungen an Diabetikern. 


Zur Untersuchung gelangten acht Fille, die bis auf einen (Nr. 19 
der Tabelle IV) saémtlich Frauen waren. Vertreten sind alle Typen 
des Diabetes, von den leichtesten Formen hinauf bis zum schweren 
Diabetes mit hochgradiger Acetonurie. 

In zwei Fallen wurde das Blut nur im Niichternzustande unter- 
sucht, sonst niichtern und nach alimentarer Belastung mit 50 bzw. 100 ¢ 
Glucose. Ein Fall (Nr. 25) wurde auch nach intravenéser Zucker- 
injektion untersucht. Zum Teil standen die untersuchten Kranken 
neben der diatetischen auch unter Insulinbehandlung. 

Betrachten wir zunachst die Niichternwerte, so finden wir mit 
Ausnahme des Falles 25, der als insulinrefraktar eine Sonder- 
stellung einnimmt und fiir sich betrachtet werden soll, durchweg Ab- 
weichungen vom Verhalten des Normalen. Die Polarisationswerte 
entsprechen entweder den Reduktionswerten (Fille 18, 21, 22, 23, 24) 
oder liegen betrichtlich iiber diesen (Fille 19, 20). Nach alimentarer 
Zufuhr von Glucose ist das Verhalten ein véllig einheitliches. Durchweg 
liegt der Polarisationswert betrachtlich iiber dem Reduktionswert, «lic 
spezitische Drehung betragt im Durchschnitt 65,7°. Auch hier wurde 
analog den Versuchen beim Normalen das Verhalten der Polarisation 
durch mehrere Tage hindurch beobachtet. Unter fiinf Beobachtungen 
wurde der Abfal! auf den Reduktionswert dreimal am zweiten Tage, 
zweimal am dritten Tage nach dem Versuch festgestellt. Irgendwelche 
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Tabelle IV. 


Untersuchungen an Diabetikern. 
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renung 
aus der 

abgelesenen 


Blutzucker 


Polari- 
sationswert 
des 


Reduk- Polari- 


Glucose: 


zufuhr 
tionswert 
berechnet 


Proz. 0 


wert wert wertes 


Proz. Proz. 


0,143 0,148 


niichtern 


niichtern 0,147 0,190 68.0 


niichtern 0,193 0,253 


50g 0,503 0,533 


per os 


niichtern 0,148 0,142 


50g 0,275 | 0,424 


per os 


niichtern)) 0,276 0,272 


100g 0,420 0,484 


per os 


. , hung 
tionss sationss 4 g. Reduks Reduktions- 


Anmerkung 


Pu des Endfiltrats 6,7 

Diabetes levis. 

Myodegeneratio coriis. 

Niichternblutzucker 
0,120 Proz. 


Pu des Endfiltrats 6,8 

Pankreatitis, Diabetes. 

Niichternblutzucker 
0,153 Proz. 


Pu des Endfiltrats 6,4 


Py des Endfiltrats 6,4 

Mittelkchwerer Diabetes 

' bei gemischter Kost 
70—100g Glucose im 
Harn, 2 Tage vor der 
Untersuchung 30—50E. 
Insulin. 

Niichternblutzucker 
0,190 Proz. 


| Py des Endfiltrats 7,0 


Py des Endfiltrats 6,4 

Diabetes seit 15 Jahren, 
bis 8 Tage vor der 
Untersuchung taglich 
20 E. Insulin, Durch- 
schnittliche Zucker- 
ausscheidung 10—20 g. 

Niichternblutzucker 
0,190 Proz. 


| Py des Endfiltrats 6,8 


Pa des Endfiltrats 6,4 


iabetische Symptome 
seit einem Sehe. Durch 
8 Tage vor den Ver- 
suchen taglich 30 E. 
Insulin, 
Zuckerausscheidung 40 
_ £. 
Niichternblutzucker 


0,200 Proz. 
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Tabelle IV. (Fortsetzung.) 
Untersuchungen an Diabetikern. 





3 et --9 a 
Blutzucker Spezifische | 
ees — ung Polari- 
N aus der | sationswert 
on 3 Glucoses | Reduk- | Polaris speenee 
und : s “ Brshung 
N zufuhr tionss | sationse y qd Reduk-|Reduktions- 
ame wert | wert | tionswert wertes 
berechnet 


Proz. | Proz. 0 Proz. 


niichtern 0,242 0,236 100 Py des Endfiltrats 6,5 


100g | 0,480 | 0, 105 Py des Endfiltrats 6,6 
per os | Diabetes unbekannter 
Dauer, bei gemischter 
Kost 60—80 gz Dex. 
trose im Harn. 
Niichternblutzucker 
0,180 Proz. 
Insulinbehandlung auch 
1 an den Versuchstagen 
|niichtern 0,108 0, Py des Endfiltrats 6,4 
i 
| 50g 0,192 |,0,278 | ; Pa des Budiinente 65 
per os labetes levis. 
Durchschnittl. Zucker- 
ausscheidung 0—6 g. 
Niichternblutzucker 
0,110 Proz. 


niichtern 0,293 | 0, , Py des Endfiltrats 6,5 


50g | 0,423 0,423 | Py des Endfiltrats 7,0 
per os 
| 30g 0,281 | 0, 7 4 des Endfiltrats 6,4 
| intra- Plabetes gravis. 
| vends Acetonurie. Insulin tag- 
lich 30—50 E. ohne 
Einflu8 auf Gtykosurie 
und Ketonurie. 
Niichternblutzucker 
0,280 Proz. 
Besonderheiten ergaben sich hier nicht, auch in diesen Fallen vermiBten 
wir Schwankungen oder Herabgehen unter die durch die Reduktion 
gefundenen Werte. 

Wir beobachten also beim Diabetiker nach peroraler Belastung 
mit Glucose die gleichen Verhiltnisse des Blutzuckers, wie sie der 
Normale nach Uberschwemmung der Blutbahn mit a, B-Glucose zeigt. 
Es ware verlockend, aus dieser Tatsache nun Schliisse iiber das Wesen 
des Diabetes zu ziehen; wir glauben jedoch, daB unser hier gebrachtes 
Material — von der Fiille ungeklarter Probleme und der Vieldeutigkeit, 


die dieses Verhalten des Blutzuckers in sich birgt, ganz abgesehen — 
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nicht die gentigende Tragfaihigkeit besitzt, um darauf weitgehende 
Theorien aufzubauen, sondern begniigen uns vorliufig mit der Fest- 
stellung der Tatsache an sich. 

Einer gesonderten Besprechung bedarf noch Fall 25, der ginzlich 
aus der Reihe der von uns bei den iibrigen Diabetikern gefundenen 
Tatsachen herausfallt. Hier sehen wir niichtern und nach peroraler 
Zufuhr ein Verhalten, wie es uns auch der Nichtdiabetische gezeigt hat. 
Auch die Werte nach intravenéser Injektion von Glucose entsprechen 
diesem. Die Tatsache, daB der Fall jeglicher Insulinbehandlung trotz 
erheblicher Steigerung der Dosen trotzte, weist ihm eine Ausnahme- 
stellung gegeniiber den iibrigen Fallen dieser Versuchsreihe zu. Solche 
insulinrefraktare Fille sind ja in der letzten Zeit mehrfach beschrieben 
worden Fiir sie gilt die Annahme, daB die diabetische Stoffwechsel- 
stérung nicht auf einen Ausfall des Pankreashormons zuriickzufiihren 
ist, sondern ihre Ursache in anderen, nicht naher bekannten Faktoren 
zu suchen ist. Wir glauben nicht fehlzugehen, wenn wir auch unseren 
Fall in diese seltenen insulinrefraktaéren Fille einreihen und so seine 
Besonderheit erklaren. 


V. Zusammenfassung. 

1. Beim niichternen Normalen liegt der Polarisationswert fiir den 
Blutzucker betrachtlich unterhalb der durch die Reduktion bestimmten 
Werte. Die spezifische Drehung berechnete sich auf 25,7 bis 38,5°. 

2. Nach Niichternbelastung mit 50 bis 100 g Glucose zeigen 8 von 
13 Fallen das gleiche Verhalten wie der niichterne Normale, doch 
liegen die berechneten Drehungswerte durchschnittlich etwas héher. 
Die Differenz zwischen Polarisation und Reduktion gleicht sich im 
Verlauf von 2 bis 4 Tagen aus. 

3. Nach intravenéser Injektion von 30g Glucose ist der Polari- 
sationswert in sieben von neun Fillen betrachtlich héher als der Re- 
duktionswert. 

4. Beim Diabetiker ist, von einem insulinrefraktéren Falle ab- 
gesehen, der Niichternwert des Blutzuckers nach der Polarisations- 
bestimmung dem Reduktionswert gleich oder héher als dieser. 

5. Nach alimentarer Belastung mit 50 bis 100g Glucose verhalt 
sich der Blutzucker des Diabetikers gleich dem des Normalen nach 
intravenéser Zuckerinjektion. Die durch Polarisation gefundenen 
Werte iibersteigen die durch Reduktion ermittelten um ein Betracht- 
liches. 

6. Eine primare Drehungsanderung |aBt sich fiir unsere Ergebnisse 
nicht verantwortlich machen, da bei der verwendeten Technik eine 
weitgehende Konstanz der p,, erzielt wurde. 








Ionen- Dyskrasie. 
Ein graphisches Hilfsmittel zum Studium der Folgen 
von Gleichgewichtsstérungen in der [onenzusammensetzung 
biologischer Salzlésungen. 


Von 
S. Loewe. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Dorpat.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie eine Anderung des ,,Salzmediums“ auf den Ablauf eines 
Lebensvorgangs wirkt, wird auch kiinftig noch in vielen Versuchsreihen 
studiert werden miissen, ehe die Gesamtheit der Fragen dieses grofen 
Gebiets beantwortet sein wird. Die Vielheit der Veranderlichen, dic 
der Gesamtbegriff ,,Salzmedium“ umfaBt, bringt es mit sich, daB die 
Ergebnisse der Bearbeitung auch schon einer einzelnen enger umgrenzten 
Teilfrage nur schwer iibersichtlich darzustellen sind und daB vollends 
mehrere Untersuchungen einer gleichgearteten Frage oft gar nicht mehr 
miteinander in Vergleich gesetzt werden kénnen. Vielleicht kann daher 
die Bekanntgabe eines einfachen Hilfsmittels, das ich seit langem mit 
Vorteil zur Veranschaulichung mancher Erscheinungen aus dem Fragen- 
gebiet des ,,lonengleichgewichts“ und zur Aufstellung von Arbeits- 
planen benutze, auch dem einen oder anderen der vielen Bearbeiter 
solcher Fragen dienlich sein. 

Zwei Gruppen von Aufgaben sind es, die hier unterschieden werden 
miissen: Die Stérungen, die das physiologische Geschehen von seiten 
des Salzmediums erfaihrt, kénnen entweder auf dessen mengenmdfig 
abweichender Gesamtkonzentration (Hypotonie, Hypertonie, zusammen- 
fassend Anisotonie oder kiirzer ,,Dystonie“) beruhen, oder aber auf 
der artmaéfig abweichenden Zusammensetzung seiner Mischung, einer 
Stérung seiner ,,Eukrasie*. Die Erforschung von Stérungen der zweiten 
Art, also der ,,Dyskrasien“ steht, wahrend die Rolle der Dystonic 
schon friiher und leichter Bearbeitung finden konnte, heute im Mitte!- 
punkt der Aufmerksamkeit, und gerade auf diesem zweiten Gebict 
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macht sich die Zahl der Variablen besonders stark geltend. Kann doch 
das ,,eukrate“’ Gleichgewicht der Bestandteile durch ein Zuviel oder 
Zuwenig auch nur eines einzelnen Ions bei Wahrung der .,Eutonie“ 
des Ganzen nicht ohne gegensinnige Anderung in der Menge der anderen 
Bestandteile ,,desiquilibriert“’ werden. Man muB sich also, gleichviel, 
ob man die Rolle eines Kations, Anions oder im besonderen des H* 
als unabhangiger Variablen in einem solchen ,,Desiquilibrium“ zu 
studieren beabsichtigt, dariiber klar sein, welche Folgen diese Stérung 
gerade im Rahmen gewissenhaft aufrecht erhaltener Eutonie an den 
ibrigen Bestandteilen des Salzmediums nach sich zieht. 

Der Veranschaulichung der Verhaltnisse solcher Falle dient unser 
Hilfsmittel, das, da es auf derartige Anderungen des gegenseitigen 
Mischungsverhiltnisses der Ionen unter der Voraussetzung voller 
Aufrechterhaltung der Eutonie Anwendung findet, als ,,Nomogramm der 
lonend yskrasie‘‘ bezeichnet werden mag. Es gilt in der von uns gehand- 
habten Form zunachst fiir ,,terndre Ionendyskrasien“, d. h. es faBt 
nur die Mischungsméglichkeiten zwischen je drei Ionenbestandteilen 
des viel komplexeren Gesamtgemisches ins Auge, kann aber in sinn- 
gemaiBer Anderung auch anderen, und zwar auch umfassenderen Be- 
trachtungen zur Grundlage dienen. Es soll an Hand seiner Anwendung 
auf die Mischungsméglichkeiten, derjenigen drei Kationen dargestellt 
werden, die bei solchen Betrachtungen heute wohl mit Recht die gréBte 
Beachtung erfahren, des Na*, K* und Ca™*. 

Aufgabe ist es, alle Variationsméglichkeiten zwischen diesen drei 
lonen darzustellen, die gegeben sind, wenn einerseits die Gesamt- 
konzentration des Salzgemisches (c), andererseits die Konzentration 
seiner tibrigen Bestandteile (¢ — k) unverandert bleiben soll. Zieht 
man die Summe der Konzentrationen aller dieser Restbestandteile 
von der eutonischen Gesamtkonzentration ab, so verbleibt die Eutonie- 
konstante des terniren Kationensystems (k), es ist: [K*] + [Na*] 
+ [Ca**] = k. 

Die Variationen, welche das gesamte ternire Gemisch durchlaufen 
muB, wenn jeder seiner Salzbestandteile sich zwischen 0 und 100 Proz. k 
andert, kénnen dann in einem trigonalen gleichseitigen Koordinaten- 
system zur Darstellung gebracht werden, das man sich konstruieren 
kann, indem man in den Ecken eines gleichseitigen Dreiecks A, B und C 
von der Seitenlinge = & ¥1,33 im gleichen Uhrzeigersinne je eine 
Senkrechte AA’, BB’ und CC’ von der Lange k auf den angrenzenden 
Seiten AC bzw. AB bzw. BC errichtet. AA’, BB’ und CC’ kénnen 
dann als Natrium-, Kalium- und Calciumordinate gewahlt und in 
gleiche Bruchteile der eutonischen Konzentration k zerlegt werden, die 
rechtwinklig angrenzenden Dreieckseiten sind die zugehérigen Null- 
abszissen (AC fiir Na*, A B fir K* und BC fiir Ca**). Alle im Rahmen 
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von k méglichen Mischungen liegen dann im Bereich der Dreieck. 
flache auf den sich trigonal schneidenden Parallelenscharen zu den 
Abszissenachsen. Wird die Konzentration eines der drei Kationen als 
unabhangige Variable festgelegt, so liegen die ohne Stérung der Eutonie 
zulassigen Konzentrationen der beiden anderen auf der entsprechenden 
Abszissenparallele des unabhangig variierten Kations. Wird auch noch 
die Konzentration des zweiten Salzes willkiirlich gewahlt, so ist mit 
dem Schnittpunkt der beiden zugehérigen Parallelen auch die Kon- 
zentration des dritten Kations invariabel festgelegt. Von einem einzigen 
Punkte abgesehen, in welchem das Mischungsverhialtnis genau dem 
,»physiologischen Ionengleichgewicht“ entspricht, dem ,,Eukrasiepunkt*, 
stellt jeder Punkt des Dreiecks ein zwar eutonisches, aber ,,dyskrates“ 
Gemisch dar, man kann die Punkte also als Dyskrasiepunkte, die ganze 
Flache als Dyskrasiedreieck bezeichnen. Wird das Mischungsverhdltnis 
zweier der drei Kationen als unabhangige Variable festgelegt, so liegen 
die zugehérigen Dyskrasiepunkte auf einer Geraden, welche, von der 
Ecke zwischen den Nullabszissen der beiden Kationen ausgehend, die 
gegeniiberliegende Seite im Verhaltnis des Mischungsquotienten teilt. 
Linien solcher binéren Mischungskonstanz lassen sich also aus A fiir 
Na*/K*, aus & fiir K*/Ca** und aus C fiir Na*/Ca** ziehen. Ist als 
unabhangige Variable dasjenige Mischungsverhaltnis zweier Kationen 
gegeben, welches diese im Eukrasiepunkt besitzen, so liegen die ternaren 
Dyskrasiepunkte auf einer von der entsprechenden Ecke durch den 
Eukrasiepunkt gezogenen Geraden; auf ihr herrscht dann iiberall 
, biniire Hukrasie“, dyskrat ist nur das Mischungsverhaltnis mit dem 
dritten Kation. 

Die Schwierigkeit, die Konzentration der zu studierenden Jonen 
selbst zu bestimmen, wird in der Praxis solcher Dyskrasieversuche 
von jeher dadurch umgangen, daB man statt ihrer die Konzentrationen 
ihrer Salze mit dem in der Lésung vorherrschenden Anion zugrunde 
legt. Das sind also fiir tierchemische Zwecke beim Studium der Kat- 
ionen meist die Chloride. Die Vernachlassigung der iibrigen, in geringer 
Menge vertretenen Anionen bedingt dann einen gewissen Fehler, der 
erforderlichenfalls durch Beriicksichtigung des Dissoziationsgrades der 
Salze verschiedener Anionen korrigiert werden kann. Es verbleibt 
noch eine weitere, immerhin wohl meist gréBere Ungenauigkeit, daraus 
entspringend, daB auch die drei Chloride sich noch durch verschiedenen 
Dissoziationsgrad untereinander unterscheiden. Auch dieser Fehler 
mu8 erforderlichenfalls durch Einstellung der Quotienten aus den 
Dissoziationsgraden in die Berechnung ausgeglichen werden. 

Im allgemeinen findet man aber bisher — wohl stets mit Recht — 
beide Fehler gering geachtet. Sie erreichen ja auch in der Tat, z. B. beim 
Studium des terniren Na*/K*/Ca**-Systems, auch in den extremsten 
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Fallen im Bereich des ganzen Dyskrasiedreiecks kaum 15 Proz. Bei 
der folgenden Betrachtung der Anwendungen des Dyskrasienomogramms 
soll daher dieses vereinfachte Vorgehen der bereits vorliegenden Dys- 
krasieversuche ohne Korrektur iibernommen werden. Setzt man dem- 
gemaB an die Stelle der Kationenordinaten Ordinaten der entsprechen- 
den Chloride, so erhéht sich die Eutoniekonstante k auf k’, auf welchen 
Betrag die Seitenlange bezogen werden muB, und falls man es vorzieht, 
die Ordinatenwerte statt in Prozenten der eutonischen Gesamtkonzen- 
tration (Prozent k’) in Zahlen der molaren oder Grammkonzentration 
(Gramm-Prozent) auszudriicken, so sind an Stelle der Ionenkonzen- 
trationen die Salzkonzentrationen zu setzen, wie das in der Abb. l 
geschehen ist. 
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Abb. 1. 


Das Dyskrasienomogramm bietet zunachst allerhand Annehmlich- 
keiten beim Entwurf von Dyskrasieversuchen. Will man sie absichts- 
gemiB mit eutonischen (isosmotischen) Lésungen durchfiihren, so 
kann man in einfachster Weise die erforderlichen Mischungen graphisch 
ermitteln, z. B. die Konzentrationen der beiden iibrigen Salze ablesen, 
die zur Ergainzung einer bestimmten gewiinschten Konzentration des 
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Tragers eines dritten Ions nétig sind, und dergleichen mehr. Auch 
erméglicht die Benutzung eines Dyskrasienomogramms, genauer als dies 
wohl sonst geschehen wiirde den Bereich des ganzen Dyskrasiefe|des 
auszusuchen, in dem Bestimmungen erwiinscht sind. Dabei wird dic 
graphische Grundlage auf einen wichtigen Umstand besonders nach. 
driicklich aufmerksam machen: Der Eukrasiepunkt einer jeden der 


Abb. 2. 


vielen Drei-lonenkombinationen liegt mehr oder weniger stark auier- 
halb des Schwerpunkts des Dyskrasiedreiecks. Das mag angesichts 
der Wahl des OrdinatenmaBstabs selbstverstandlich erscheinen, ist 
aber bei dem Fehlen eines solchen Veranschaulichungsmittels doch 
von zahlreichen Experimentatoren vernachlassigt worden, welche in 
ihren Dyskrasieversuchen stets die gleichen Multipla oder Bruchteile 
der eukraten Einzelkonzentration benutzt haben (also z. B. immer 
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ganz gleichmaBig sowohl von Na* wie von K* oder Ca** !/,, 4/19 oder 
dergleichen von deren physiologischer Konzentration zum Vergleich 
herangezogen). Bleibt mit Hilfe des Nomogramms die starke 
Asymmetrie des Eukrasiepunktes bewuBt, so wird man dann 
auch im Auge behalten, da8 statt jener fiir alle drei Systemgenossen 
gleichmaBigen Variationen mitunter besser solche gewahit wiirden, 
die einen engeren Bereich des ganzen Feldes, und zwar z. B. in 
der naheren Umgebung des Eukrasiepunktes erfassen, wozu dann 
zweckmaBig ein vergréBerter Ausschnitt des Nomogramms die Anhalts- 
punkte liefert. Einen solchen Ausschnitt bildet z. B. — wenn, 
wie bisher, die Anwendung auf ein Na*/K*/Ca**-System zugrunde 
gelegt wird — der in Abb. 2 dargestellte Rhombus aus der oberen 
Ecke der Abb. 1. In einem derartigen Ausschnitt nimmt der Eukrasie- 
punkt eine symmetrischere Lage ein; die zu priifenden Dyskrasie- 
punkte kénnen nach allen Seiten hin gleichmaéBig ausgesucht werden, 
um die Rolle geringfiigiger Abweichungen von der Eukrasie eingehender 
zu studieren. 

Ein zweites Anwendungsgebiet solcher Nomogramme ist die iiber- 
sichttiche Darstellung der Ergebnisse von Dyskrasieversuchen. Im all- 
gemeinen ist ihr Gegenstand das Studium einzelner Partialfunktionen, 
der Dyskrasieeffekt also dann entweder Steigerung oder Depression, 
Erregung oder Laihmung, Plus oder Minus gegeniiber dem Verhalten 
im eukraten Gemisch, so z. B. an den meist zum Studium gewihlten 
Objekten ausgeschnitten iiberlebender muskulirer oder nervéser 
Apparate (isoliertes Herz, Darm, Uterus, GefaBpriparat, Nerv usw.) 
Erhéhung oder Verminderung von Tonus, Rythmus, Reizschwelle usw., 
und entsprechend an isolierten Zellen Mehrung oder Minderung von 
Atmung, Garung, Protoplasmabewegung, Teilung, Phagozytose usf. 
Es geniigt in solchen Fallen die Eintragung eines ,,+-“‘ oder ,,—“‘ (oder 
besser, um die Erkennung des zugehérigen Punktes des Feldes nicht 
zu erschweren, eines ,,4-‘‘ bzw. ,, x“, erforderlichenfalls unter Zahlen- 
angabe der absoluten oder relativen AusschlagsgréBe) an dem betreffen- 
den Dyskrasiepunkt, um den schnellen Uberblick iiber eine beliebig 
groBe Zahl von Einzelergebnissen auf einem Blatt zu erméglichen, 
die sonst nur in seitenlangen Aufzihlungen berichtet werden kénnen. 

Es sei erlaubt, die Anwendung des Nomogramms an emem konkreten 
Beispiel zu zeigen. Als solches seien die Ergebnisse der unseres Wissens 
bisher am miihevollsten angelegten und am sorgfaltigsten durchgefiihrten 
derartigen Dyskrasiepriifung gewahlt, des Studiums der Na*/K*/Ca**- 
Dyskrasie am ausgeschnitten iiberlebenden Meerschweinchenuterus durch 
Kochmann und Holub'). Von den dort untersuchten Einzelfunktionen 


1) Fiir die freundliche Uberlassung des Zahlenmaterials und die Er- 
laubnis zur Benutzung der im Erscheinen (in dieser Zeitschr.) befindlichen 
Arbeit bin ich Herrn Prof. Dr. Kochmann-Halle zu Dank verpflichtet. 
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geniigt es, hier eine einzelne herauszugreifen, und so sind sowohl in Abb. | 
wie in Abb. 2 die von den Verfassern festgestellten Dyskrasiewirkungey 
auf den TJonus des Uterus (+. = Erhéhung, x = Herabsetzung) any 
jeweiligen Dyskrasiepunkte eingetragen. Man halte dieser Art der Wieder. 
gabe gegeniiber, daB die Darstellung der Versuchsergebnisse in Worten, 
wie sie z. B. in der Erstveréffentlichung dieser Untersuchungen’) not. 
wendig war, mehr als eine Seite beanspruchte, dabei bewuBte und wy) 
bewuBte Wiederholungen enthielt und eine Ordnung der Ergebnisse fiir 
den Leser oder durch den Leser sehr schwer machte. Unsere graphische 
Darstellung gibt demgegeniiber sogar Einblicke in Zusammenhiange, welc|, 
sonst unter Umstanden iiberhaupt nicht vor Augen treten kénnen; . 
dringt sich z. B. angesichts des in dem Diagramm der Abb. 1 ve: 
arbeiteten Versuchszahlenmaterials eine mégliche Erklarung fiir die sons 
sehr auffallige Erscheinung auf, daB an einzelnen Stellen des Feldes Tonu- 
steigerungen und -senkungen so nahe beieinander zu liegen kommen, als 
auch in entfernt vom Eukrasiepunkt liegenden Gegenden des Feldes 
bereits durch sehr kleine Mischungsunterschiede zustandekommen. Dy 
graphische Darstellung l48t daran denken, da®8 hier die binéiren Eukrasie. 
linien eine entscheidende Rolle spielen, denn in der Tat sind vielfach solche 
Dyskrasiepunkte entgegengesetzten Ausschlags trotz ihrer raumliche: 
Nahe gerade durch eine solche Eukrasielinie voneinander getrennt *). 


Weitere Anwendungen derartiger Dyskrasienomogramme liege |: 
der Méglichkeit, mit ihrer Hilfe Analysenresultate unter dem Gesichts. 
punkt der Dyskrasiefrage nebeneinander zu stellen, so z. B. Aschen- 
analysen verschiedener Nahrungsmittel, Ionenanalysen der Heilquellen 
und anderes mehr. Wenn die Notwendigkeit der Beschrankung auf 
ternare Ausschnitte der gesamten Ionenmischung als Nachteil erscheinen 
sollte, so mag zu allem Uberflu8 hervorgehoben werden, daB ebensogut 
statt eines Na*/K*/Ca**-Systems auch ein K*/Ca** /Mg**-, ein Chlorid- 
Phosphat /Carbonat-, erforderlichenfalls auch ein Ca** /Mg"’/H- 
System usw. zur Darstellung kommen kann, auch zwei — oder unter 
Umstianden sogar noch mehr — solcher Systeme gleichzeitig vorgefiihrt 
werden kénnen, indem einer oder mehreren der Ordinatenachser 
doppelte Werte (z. B. gleichzeitig fiir Ca°* und Mg**) im gleichen 
Nomogramm verliehen werden). 

Eine groBe Erleichterung der Verarbeitung alles in solchen Dia- 
grammen Darstellbaren liegt, darauf sei schlieBlich noch hingewiesen, 
in der Unterteilung des Gesamtfeldes durch die verschiedenen, sich 
jeweils von selbst ergebenden Teilungslinien. So zerfallt — um zum 
Ausgangsbeispiel zuriickzukehren — das Dyskrasiefeld des Na* /K’ Ca” 


') Dissertationsauszug Holub. Halle 1924. 

*) Nach inzwischen mir freundlichst zur Kenntnis gegebenen nocii 
eingehenderen Ermittlungen Prof. Kochmanns erscheinen die Beziehungen 
freilich noch verwickelter. 

8) Dies ist z. B. in der Darstellung einer Anwendung auf balneologische 
Fragen geschehen, die demniichst a. a. O. (Arch. f. Balneol.) erscheinen wird 
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Systems der Sauger-Ringerlésung durch die drei ,,moniren‘‘ Eukrasie- 
parallelen zur jeweiligen Nullabszisse in je zwei Felder absolut ,,hypo- 
krater“* bzw. ,,hyperkrater“‘!) Konzentration des betreffenden Ions. 
ferner entsteht jeweils diesseits bzw. jenseits jeder binaren Eukrasie- 
linie je ein Feld relativer Hyperkratie des einen oder anderen der zwei 
zugehérigen Ionen. Alles das férdert noch die schnelle Ubersicht und 
Beurteilung. 


') Beide Bezeichnungen ergeben sich in Analogie zu_,,hypotonisch“ 
bzw. ,,hypertonisch“, 





Uber die Rolle der Niere bei dem Abbau der £-Oxybuttersiure. 


Von 
I, Snapper, A. Griinbaum und J. Neuberg. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Pathologie der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1925.) 


In friiheren Untersuchungen haben wir nachgewiesen, da8 dic 
Niere imstande ist, die Ketten der aromatischen Fettsaiuren zu ver- 
kirzen durch eine Oxydation der 8-CH,-Gruppe'). Es ist bekannt, 
daB die aromatischen Fettsiuren schwer oxydable Substanzen sind 
Um so auffalliger ist es, daB eben die Nieren diese B-Oxydation zustande 
bringen kénnen. Hierdurch ist nachgewiesen, daB die Nieren Organe 
sind, welche bei der £-Oxydation im allgemeinen eine sehr wichtige 
Rolle spielen. In diesem Gedanken weitergehend, haben wir unter- 
sucht, ob die Niere auch andere Verbindungen in £-Stellung oxydieren 
kann. Hauptsachlich haben wir den EinfluB der Niere auf den Abbau 
der £-Oxybuttersiure studiert. 

Es ist allgemein bekannt, daB die 8-Oxybuttersaéure in der Leber 
entsteht. Sie ist ein Produkt der 8-Oxydation der Fettsiuren und der 
Aminosauren im allgemeinen, der Buttersiure im besonderen. Es ist 
aber deutlich, daB die B-Oxybuttersiure ein Derivat der Buttersiure 
ist, das nur teilweise in der 8-CH,-Gruppe oxydiert ist, daB also die 
8-Oxydation der Buttersiéure in der Leber nur unvollstandig stattfindet. 

Wo wird die 8-Oxybuttersiure weiter abgebaut ? Schon 1906 haben 
Embden*) und seine Mitarbeiter beschrieben, da8B, wenn man die normale 
Leber mit Blut, dem £-Oxybuttersiure zugesetzt ist, durchstrémt, 
groBe Mengen Diacetsiure nachzuweisen sind. Wird nun die f-Oxy- 
buttersiure von der Leber nur zu Diacetséure oxydiert oder wird ein 
Teil der B-Oxybuttersiure in der Leber weiter abgebaut, so dab dir 
Abbauprodukte nicht mehr nachzuweisen sind? Insoweit uns bekannt, 


1) Snapper und Griinbaum, diese Zeitschr. 150, 12, 1924. 
2) Embden, Salomon und Schmidt, Hofmeisters Beitr. 8, 129, 1906. 
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ist eine sichere Antwort auf diese letzte Frage nicht gegeben. Wir 
haben untersucht, ob die Niere eventuell auf den Abbau der 8-Oxybutter- 
siure EinfluB ausiiben kénnte. Ausgehend von der genannten Tatsache, 
da8 die Niere zu kraftiger B-Oxydation im.tande ist, haben: wir gemeint, 
daB die weitere £-Oxydation der 8-Oxybuttersiure in der Niere statt- 
finden kénnte. 

Wir haben deshalb die Niere mit Blut durchstrémt, zu dem £-Oxy- 
buttersiure zugesetzt war, und haben untersucht, ob und wie die 
§-Oxybuttersiure wahrend der Durchstrémung verschwindet, und 
weiter, ob die B-Oxybuttersiure in Diacetsiure bzw. Aceton umgesetzt 
wird. 

Die Methodik der £-Oxybuttersiurebestimmung in Organen und 
in Blut, das durch Organe gestrémt ist, muB in vielen Hinsichten als 
schwierig betrachtet werden. Fiir die quantitative Bestimmung der 
§-Oxybutterséure muB diese Substanz mit Schwefelsiure und Kalium- 
bichromat nach Shaffer oxydiert werden: es entsteht Diacetsiure 
baw. Aceton, und dieses Aceton wird mittels Jodtitration oder durch 
irgend eine andere Methode quantitativ bestimmt. Sobald in den Organen 
Glykogen oder Milchséure enthalten ist, besteht die Méglichkeit der 
Umsetzung des Glykogens zu Kohlehydraten und Oxydation der Kohle- 
hydrate zu jodbindenden Substanzen. Auch die anwesende Milchsaéure 
wird oxydiert, und zwar zu Acetaldehyd, einer Substanz, die stark 
jodbindende Eigenschaften hat und eventuell auch die anderen quanti- 
tativen Bestimmungen des Acetons beeinfluBt'). Sobald man also 
glykogenhaltige Organe durchstrémt, mu8 man fiir die Bestimmung 
der 8-Oxybuttersiure erst die Kohlehydrate entfernen und erst dann 
oxydieren. Nach der Oxydation der £-Oxybuttersiure zu Diacetsiure 
bzw. Aceton miissen dann die anderen jodbindenden Substanzen ver- 
nichtet werden, bevor man zur Acetonbestimmung iibergeht. Das 
Vernichten des Acetaldehyds und der anderen jodbindenden Sub- 
stanzen und nachherige Bestimmung der kleinen Mengen Acetons 
hat uns sehr oft Schwierigkeiten gebracht, auch wenn wir die verschie- 
denen hierfiir bekannten Methoden und Modifikationen der Methoden 
gebraucht haben. 


Bei der Niere hat man aber viel weniger Schwierigkeiten. Die 
Niere ist ein Organ, das kein Glykogen enthalt?), und in der auch die 
Menge Milchséure offenbar nicht itibermaBig groB ist. Fiir die Be- 
stimmung der §-Oxybuttersdéure in der Durchstrémungsfliissigkeit und 
in der Nierensubstanz haben wir deshalb die Methode von van Slyke 
ohne Modifikationen benutzen kénnen. 


') Engfeldt, Beitr. z. Kenntn. d. Acetonkérper. Lund 1920. 
*) Nishi, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 62. 
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Unsere $-Oxybuttersiurebestimmungen sind genau nach den 
Originalvorschriften von van Slyke") ausgefiihrt. Nur haben wir dic 
Lésungen nach Zusatz von HgSO, zur EnteiweiBung immer linge; 
als eine Viertelstunde stehengelassen, damit die Fillung  voll- 
standiger wird. Das Trocknen der Tiegel bei 110° muB nach unserey 
Erfabrungen meistens langer als 1 Stunde dauern, um Gewichtskonstanz 
zu erreichen. Die Abkiihlung der Tiegel vor dem Abwiegen geschieht 
in einem Schwefelséureexsikkator. Die analytische Wage muB natiirlich 
frei von Feuchtigkeit sein, weil sonst die Tiegel wahrend des Abwiegens 
schnell an Gewicht zunehmen. Um gute Resultate zu erhalten, muf 
der f-Oxybuttersiuregehalt der zu untersuchenden Lésung im all. 
gemeinen wenigstens 1,5 mg betragen, damit beim Kochen mit dem 
Dénigés-Reagens eine Faillung von mehr als 10mg entsteht. Unter. 
halb dieses Wertes ist die Methode nicht mehr ganz genau. 

Die Genauigkeit der Methode von van Slyke fiir die B-Oxybutter. 
siurebestimmung im Blute und Nierenbrei ergibt sich aus folgenden 
Beispielen von langen Reihen blinder Versuche. 

3,33 mg f-Oxybuttersiure in wisseriger Lésung gibt eine Filluny 
von 28,9mg. Hieraus berechnet man (multiplizieren mit 0,1183) den 
Gehalt der Lésung als 3,40 mg. 

5 mg £-Oxybuttersiure in Wasser gelést, geben eine Fallung von 
42.7 mg. Der Gehalt hieraus berechnet, wird 5,05 mg. 

Auch zu Blut zugesetzte B-Oxybuttersiure kann quantitativ nach- 
gewiesen werden. 5ccm einer wasserigen $-Oxybuttersdurelésung 
gaben eine Fallung von 25 bzw. 24,5 mg. Dieselbe Menge B-Oxybutter- 
sure, in Blut gelést, gab pro 5cem Blut eine Fallung von 25,0 bzw 
25,0 mg. 

Normaler Nierenbrei gab in vielen wiederholten Versuchen niv 
eine Fallung bei der Methode von van Slyke. Dei B-Oxybuttersiure- 
gehalt der normalen Niere muB also als minimal betrachtet werde 
Zugesetzte £-Oxybuttersiure laBt sich quantitativ zuriickfinden. 

30 cem einer wisserigen §-Oxybuttersdurelésung gaben nach van 
Slyke eine Fallung von 16,1 mg. 

5g Nierenbrei plus 30 ccm derselben Lésung gaben eine Fallung 
von 17,0 mg. 

5g Nierenbrei plus 45 ccm derselben Lésung gaben eine Fiallung 
von 25,9 mg. 

Aus den blinden Analysen ergab sich also, daB wir fiir die B-Oxy- 
buttersiurebestimmungen bei den Nierendurchstrémungen die Methode 
von van Slyke ohne Modifikationen anwenden konnten. 


') van Slyke und Fitz, Journ. of biol. Chem. 32, 17; siehe auch Schmit: 
in Abderhaldens Physiol. Arbeitsmethoden. 
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Wir machen nochmals ausdriicklich darauf aufmerksam, daB diese 
Originalmethode von van Slyke nur fiir Nierenbrei benutzt werden kann, 
weil kein Glykogen in den Nieren anwesend ist und kleine Mengen 
Acetaldehyd, aus Milchsiure bei der Oxydation entstanden, die Be- 
stimmung nach van Slyke nicht stéren, bei den Jodtitrationen dagegen 
groBen EinfluB haben. Fiir B-Oxybuttersiurebestimmungen in Leber 
und Muskeln muB8 eine ganz andere Methode gebraucht werden. 

Die Durchstrémungen der Niere') mit Blut, dem £-Oxybuttersaure *) 
zuygesetzt war, gaben eindeutige Resultate. 

1. Schafsniere, durchstrémt mit 1200cem Schafsblut, zu dem 
710mg £-Oxybuttersiure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 24, Stunden: das Blut wurde in der 
Zeit mehr als 13mal durch die Niere gefiihrt. 

Wahrend der Durchstrémung wurde, wie in allen folgenden Ver- 
suchen, die Ureterfliissigkeit immer wieder zum Blute zugesetzt. 

Vor der Durchstrémung war das Gewicht der Niere 74g, nach 
der Durchstrémung 133 g. 

Nach der Durchstrémung war in der Niere keine £-Oxybutter- 
siure nachzuweisen. 

Der £-Oxybuttersiuregehalt des Blutes nach der Durchstrémung 
war 258 mg. 


Bei der Durchstrémung sind also 452 mg £-Oxybuttersiure oder 
63 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 


2. Schweinsniere, durchstrémt mit 1000cem Schweineblut, zu 
dem 435 mg B-Oxybuttersiure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 2 Stunden. Das Blut wurde 20mal 
durch die Niere gefiihrt. 

Gewicht der Niere nach Durchstrémung 337 g. 

Nach der Durchstrémung in der Niere nur Spuren £-Oxybuttersaure. 

f-Oxybutterséuregehalt des Blutes nach Durchstrémung 130 mg. 

Bei der Durchstrémung sind also 305 mg £-Oxybuttersiéure, d. h. 
70 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 

3. Hundeniere, durchstrémt mit 650 cem Hundeblut, zu dem 390 mg 
$-Oxybuttersiure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 2 Stunden. Das Blut wurde achtmal 
durch die Niere gefiihrt. 

Gewicht der Niere nach der Durchstrémung 70 g. 

Nach der Durchstrémung in der Niere 30mg, im Blute 200 mg 
§-Oxybuttersaure. 


1) Die Durchstrémungen wurden angestellt im Physiol. Institut 
Dir. Prof. van Rynberk) mit dem Embdenschen Apparat. 
*) Das Praparat wurde aus Diabetiker-Harn dargestellt. 
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Bei der Durchstrémung sind also 160 mg £-Oxybuttersaure, d. }). 
41 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 

4. Kalbsniere, durchstrémt mit 1200 cem Kalbsblut, zu dem 610 mg 
f-Oxybuttersiure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 11, Stunden. Das Blut wurde 13 mal 
durch die Niere gefiihrt. 

Gewicht der Niere nach der Durchstrémung 532 g. 

Nach der Durchstrémung in der Niere 117 mg, im Blute 236 mg 
B-Oxybuttersaure. 

Bei der Durchstrémung sind also 257 mg £-Oxybuttersaure, «. |. 
42 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 

5. Kalbsniere, durchstrémt mit 1200 ccm Kalbsblut, zu dem 710 mg 
B-Oxybutterséure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 1 Stunde. Das Blut wurde fiinfma! 
durch die Niere gefiihrt. 

Gewicht der Niere nach der Durchstrémung 430 g. 

Nach der Durchstrémung in der Niere 138 mg, im Blute 360 mg 
B-Oxybuttersaure. 

Bei der Durchstrémung sind also 212 mg f-Oxybuttersiure, d. }). 
30 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 

6. Menschenniere, durchstrémt mit 880 cem Menschenblut, zu dem 
449 mg B-Oxybuttersiure zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 1 Stunde 40 Minuten. Das Blut wurde 
zehnmal durch die Niere gefiihrt. 

Gewicht der Niere nach der Durchstrémung 172 g. 

Nach der Durchstrémung in der Niere 49mg, im Blute 270 mg 
B-Oxybuttersaure. 

Bei der Durchstrémung sind also 130 mg f-Oxybuttersaéure, <. h. 
29 Proz. der zugesetzten Menge verschwunden. 

In keinem einzigen Durchstrémungsversuch durch die Niere konnte 
mit der van Slykeschen Methode im Blute Aceton oder Diacetsdure 
nachgewiesen werden. 

Das Resuiltat ist also unzweideutig: Im Durchstrémungsversucl 
sind die Nieren imstande, betrichtliche Mengen £-Oxybutterséure ab- 
zubauen. Da man es hier mit einer Funktion der lebendigen Nieren- 
zellen zu tun hat, ergibt sich aus der Tatsache, daB beim MiBlingen 
der Durchstrémung oder zu langsamer Durchstrémung kein Abbau 
der £-Oxybutterséiure nachzuweisen war. 

Der EinfluB der Niere auf die f-Oxybuttersiure unterscheidet 
sich in vieler Hinsicht von dem EinfluB, welchen die Leber auf clic 
B-Oxybuttersiure ausiibt. Wenn man die normale Leber mit f-Oxy- 
buttersiure durchstrémt, entstehen groBe Mengen Diacetsiure bzw 
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Aceton. Hiervon sieht man bei der Nierendurchstrémung nichts, 
die Niere baut die 8-Oxybuttersiure ab, aber nicht oder nur spurweise 
iiber Diacetsiure, denn bei unseren Durchstrémungen haben wir mit 
der van Slykeschen Methode nie Diacetsaéure isolieren kénnen: der 
Abbau der £-Oxybuttersiure geht offenbar in der Niere einen ganz 
anderen Weg als in der Leber. 

Hieraus sieht man, daB, wenn auch sowohl die Leber als die Niere 
zu einer kraftigen B-Oxydation imstande sind, dennoch diese £-Oxy- 
dationsprozesse in den beiden Organen fundamental verschieden sind. 
Die B-Oxydation der Leber zeigt sich in der 8-Oxydation der langen 
Fettsiureketten mit einer geraden Anzahl der C-Atome, so daB Butter- 
saure entsteht, welche die Leber wieder durch f-Oxydation zu B-Oxy- 
buttersiure umsetzt. Die Niere zeigt ihre Oxydationseigenschaften 
in der B-Oxydation der aromatischen Fettsiuren. Weiter haben beide 
Organe einen EinfluB auf die £-Oxybuttersiiure. Die Leber oxydiert 
die B-Oxybuttersiure zu Diacetsiure, die Nieren bauen sie zu un- 
bekannten Produkten ab. 

Offenbar ist also die £-Oxydation in der Leber auf andere Sub- 
stanzen eingestellt bzw. tolgt anderen Bahnen, als die £-Oxydation 
in der Niere. 

Den prinzipiellen Unterschied zwischen der $-Oxydation in cer 
Leber und in den Nieren ergibt sich auch aus den folgenden Versuchen. 
Wenn man die Leber mit Buttersiure durchstrémt, entstehen groBe 
Mengen Diacetsiure bzw. £-Oxybuttersiiture. Wenn man die Niere 
mit Buttersiure durchstrémt, kann man nach van Slyke keine Di- 
acetsiure oder $-Oxybuttersiure nachweisen, wie sich aus folgenden 
Protokollen ergibt. 

1. Kalbsniere, durchstrémt mit 1000 ccm Kalbsblut, zu dem 2,2 ¢ 
buttersauren Natriums zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 1 Stunce 35 Minuten. Das Blut wurde 
25mal durch die Niere gefiihrt. 

Nach der Durchstrémung sind weder Aceton, Diacetsiure oder 
B-Oxybuttersiure im Durchstrémungsblut oder in der Niere nach- 
zuweisen. 

2. Kalbsniere, durchstrémt mit 1000 cem Kalbsblut, zu dem 2,5 ¢ 
buttersauren Natriums zugesetzt waren. 

Dauer der Durchstrémung 11% Stunden. Das Blut wurde 1l5mal 
durch die Niere gefiihrt. 

Nach der Durchstrémung sind weder Aceton, Diacetsiure oder 
B-Oxybuttersiure im Durchstrémungsblut oder in der Niere nach- 
zuweisen. 

Aus der Butterséure entsteht also bei der Nierendurchstrémung 
keine 8-Oxybuttersiure. Sowohl die Niere als die Leber sind zu £-Oxy- 
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dation imstande, die B-Oxydation der Leber greift aber ganz andere 
Substanzen an und verliuft nach ganz anderen Prinzipien als di 
B-Oxydation in der Niere. 

Ist dieser Abbau der £-Oxybuttersiure in der Niere vielleicht 
ein unspezifischer ProzeB, der in allen Organen stattfindet, oder ist 
dieser Abbau nur an die Niere gebunden ¢ 

Es steht fiir uns fest, daB im gesunden Organismus andere Organe 
als die Niere die Hauptmenge der im Stoffwechsel gebildeten B-Oxy-. 
buttersiure abbauen. Dennoch wissen wir, daB nicht alle Organe zy 
diesem Abbau imstande sind. Wir kénnen z. B. die Angabe Schmiiz') 
bestatigen, der angegeben hat, daB die Lunge nicht imstande ist, dic 
B-Oxybuttersiure weiter zu oxydieren. 

Am 19. Oktober 1923 hat Fraulein Dr. Sluiter fiir uns eine Katzen- 
lunge nach der von ihr ausgearbeiteten Methode?) mit 450 cem Kalbs.- 
blut durchstrémt, zu dem so viel £B-Oxybuttersiure zugesetzt war, daf 
die Konzentration 1,2 Prom. betrug. 

Dauer der Durchstrémung 1! Stunden. In dieser Zeit war das 
Blut 16mal durch die Lunge gefiihrt. 

Nach der Durchstrémung war der £-Oxybuttersiuregehalt des 
Blutes noch 1,19 Prom.: weder Aceton noch Diacetsiure konnten 
nachgewiesen werden. : 

Die Lunge hatte also bei der Durchstrémung keine B-Oxybutter- 
siure abgebaut. 


Zusammenfassung. 

1. Die Niere ist, ebenso wie andere Organe, imstande, betricht- 
liche Mengen £-Oxybuttersiure abzubauen. 

2. Dieser Abbau der £-Oxybuttersiure in der Niere geht nicht 
iiber Diacetsiure, im Gegensatz zu dem, was man bei der Durch- 
strémung der Leber sieht. 

3. Oxydation von Buttersiure zu $-Oxybuttersaure findet nichi 
in der Niere statt. Die £-Oxydation in der Niere ist also fundamenta! 
verschieden von der £-Oxydation in der Leber. 

4. Die Lunge hat keinen EinfluB auf den Abbau der B-Oxybutter- 
saure. 


1) Schmitz, diese Zeitschr. 160, 20, 1925. 
*) BE. Sluiter, Arch. néerl. de Phys. 9, 461, 1924. 





Zur Urobilinogenurie. 


Von 
K. Hoeseh, Erlangen. 
(Eingegangen am 19. Oktober 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Feststellung der Identitét des Himatoidins mit Bilirubin 
durch H. Fischer') und die experimentellen Untersuchungen von 
Mac Mann*), der bei Hunden nach Leberexstirpation schwersten Ikterus 
zustande kommen sah, haben einwandfrei den Beweis fiir die Méglich- 
keit extrahepatischer Bilirubinbildung erbracht. Damit in Zusammen- 
hang steht auf jeden Fall auch die Frage der Urobilinbildung, des Uro- 
bilinstoffwechsels und des Zustandekommens der Urobilinurie, da sich 
Urobilin nur aus Bilirubin bilden kann. Die enterogene Urobilin- 
entstehung, die zentrale Stellung der Leber in der Frage des Urobilin- 
umsatzes ist wohl iiber jeden Zweifel erhaben. Ebenso gilt auch die 
extraenterale Urobilinbildung, soweit sie vom Darm aus durch Bak- 
terieneinwirkung in die Gallenwege iibergeht, als gesichert. T'suchiga*), 
Fischler*) und die franzésischen Autoren [Hayem, Brulé, Tissier®)] 
sind dafiir eingetreten, daB eine extraintestinale Urobilinbildung 
méglich ist. Fischler*) glaubte an seinen Gallenfisteltieren experimentell 
den Beweis erbracht zu haben, daB Urobilin in der Leber gebildet 
werden kénne, obwohl es ihm seinerzeit nicht gelang, den Darm der 
Tiere urobilinogenfrei zu bekommen, und obwohl bei allen Versuchen 
nicht durchweg das gleiche Resultat vorlag. Neuerdings glaubte dann 
Fischler’) eine wesentliche Stiitze fiir diese Theorie in der Urobilinurie 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1923. 

*) Kongr.-Zentralbl. 1924. 

’) Zeitschr. f. exper. Pathol. 7, 352. 

*) Physiologie und Pathologie der Leber (Verlag Springer). 

5) Vgl. Meyer-Betz, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderh. 1913. 

S) le. 

7) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1925 und Vortrag im irztl. Verein 
Miinchen 1924. 








108 K. Hoesch: 


bei glykopriver Intoxikation bei Tieren festgestellt zu haben, obwo)})| 
dieses Zustandekommen der Urobilinurie zwanglos durch eine Leber. 
zellenschadigung und extraenterale Urobilinbildung in den Gallen. 
wegen méglich sein kénnte, ganz abgesehen davon, daB beim Hunde 
trotz des unterbundenen Choledochus Bilirubin sich reichlich im Darm- 
inhalt findet [Gerhardt')]. 

Es ergibt sich die wesentliche Frage: Reicht in der Tat die ente- 
rogene Theorie der Urobilinentstehung nicht mehr aus fiir die Erklarung 
der Urobilinurie bei Leberschidigung und bei Blutschidigung. Worin 
sind die Hauptschwierigkeiten dieses Problems begriindet, wodurch 
sind die zahlreichen, einander widersprechenden Resultate der einzelnen 
Autoren, die sich mit dieser Frage beschaftigen, zu erkliren; so wurde 
festgestellt, daB Urobilinurie und Bilirubinamie weitgehend unabhangig 
voneinander bestehen [Feig/ und Querner?)], im Gegensatz dazu fanden 
Falta*), Felsenreich und Satke*) die Bilirubinimie erhéht, wenn die 
Urobilinurie gesteigert war. Im Ascites durch Pfortaderstauung wird 
Urobilinogen-Urobilin bald beobachtet, bald vermiBt. Pathologische 
Urobilinogenurie und Urobilinmenge im Stuhl gehen nicht parallel, 
wenn nicht ein gleichbleibender Grad von Leberzellschidigung dabei 
vorhanden ist. Jakobs und Scheffer®) zeigen in einer neuen Arbeit, 
daB selbst bei experimentellen Haimolysen eine die Norm oft nur wenig 
iibersteigende Urobilinurie beobachtet wird, ein auffallender Befund, 
wenn man bedenkt, daB die Leber einerseits beim Normalen taglich 
geringe Urobilinmengen in den groBen Kreislauf tibertreten laBt, anderer- 
seits bei diesem Experiment den gewaltigen Urobilinstrom vom Darm 
her véllig bewaltigen soll. Einander widersprechende Resultate ergeben 
schon beim Normalen quantitative Bestimmungen des Gesamturobilins 
im Stuhl. 

Wir glauben, da8 zunachst folgende Schwierigkeiten iiberwunden 
werden miiBten: 

1. Es fehlt noch eine brauchbare Methode, Urobilinogen im Blui: 
nachzuweisen; einzelne, wie die von Hildebrandt*) empfohlene, sind 
véllig unzuverlassig. Gerade der Nachweis von Urobilinogen im Serum 
neben Bilirubin wire besonders wichtig. Wir sind eben mit verschiedenen 
Methoden beschaftigt, und es fiel dabei auf, wie haufig ein genauer 
Nachweis im Serum bei starker Urobilinogenurie miBlingt, auch wenn 
eine Absorption an das EiweiBprizipitat nicht vorlag. 


1) Vgl. Meyer- Betz. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140, 321. 

8) Miinch. med. Wochenschr. 1921. 

*) A. f. Verdauungskrankh. 1924. 

5) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 44. 

*) Hildebrandt, Miinch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 49. 
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2. Es muB eine Isolierung des Urobilinogens bzw. Urobilins im Harn 
gefordert werden. Nachdem Urobilin ein wenigstens in seiner Kon- 
stitution véllig unbekannter Kérper ist, kommt nur das Urobilinogen 
in Betracht, das chemisch genau bekannt ist; es gibt mit Zhrlichs 
Reagens einen roten Farbstoff, der sich aus dem Harn mit Chloroform 
leicht isolieren und dann mit Ather fallen 1a8t, dessen Kristallisation 
bis jetzt noch nicht gelang, aber von gréBter Bedeutung wire, da das 
Ehrlichsche Reagens (ahnlich wie das von Schlesinger auf Urobilin) 
ein Gruppenreagens fiir eine groBe Anzahl von Blut- und Gallen- 
farbstoffderivaten fiir Tryptophan, selbst fiir einige Oxybenzole usw ist. 

Ferner kame in Betracht die Isolierung des Mesobilirubinogens 
|= Urobilinogen) als Salz oder die eines Oxydationsproduktes. 


Es ist vielleicht am Platze, die Kérper, die sich vom Mesobilirubinogen 
ableiten, kurz zu besprechen, da die Verhaltnisse etwas kompliziert sind und 
vielfach mi8verstanden werden, so schreibt z. B. Hammarsten') von einem 
Harnurobilinogen und von einem anderen mit Mesobilirubinogen identischen 
Harnurobilinogen, das sich wieder anders verhalt. H.Fischer*) hat in der 
Arbeit mit Meyer-Betz den Beweis geliefert, da8B Mesobilirubinogen mit 
Urobilinogen identisch ist durch Isolierung des Urobilinogens aus dem 
pathologischen Harne, er hat eine acide und eine nicht acide Form unter- 
schieden *); es ist anzunehmen, daB dieses mit dem in den Faces enthaltenen | 
Urobilinogen (Sterkobilirubinogen) identisch ist [wegen gleicher Reaktionen, | 
und besonders wegen der Uberfiihrbarkeit in Mesobiliviolin *)]. 

Fischer *) hat weiter angegeben, daB Mesobilirubinogen durch Oxydation 
sich in den kristallisierten Farbstoff Mesobilirubin iiberfiihren la8t, der 
keine Urobilineigenschaften hat, und da8 das isolierte Mesobilirubinogen 
ebenso wie das Urobilinogen im Harne durch ,,Luftoxydation* bei der 
spontanen Zersetzung in Urobilin iibergeht. 

Urobilin ist nach Fischer*) gleichbedeutend mit Pyrrolschmiere; 
es ist zu den Farbstoffen vom Dipyrrylmethentypus zu rechnen, Farbstoffe 
mit Urobilineigenschaften, die Fischer und Mitarbeiter‘) durch Synthese 
dargestellt haben. 

Fischer*) hat diese Kérper auf einer iibersichtlichen Tafel zusammen- 
gestellt. 

oxyd. 
<=. Mesobilirubin 


red. 
Mesobilirubinogen | —> Mesobiliviolin [> Mesobiliviolinogen 
: ont oxyd. 
— > Urobilin Urobilin 


Hier ist nech ein dritter Farbstoff, Mescbiliviolin, erwaihnt, den 
Fischer *) durch Einwirkung ven Eisenchloridsalzsaure auf Mesobilirubinogen 
erhalten hat. Dieser Farbstoff hat vielleicht fiir die Klinik noch besondere 
Bedeutung. Er ist leicht festzustellen, da er durch drei Absorptionsstreifen 


1) Hammarsten, Lehrb. d. phys. Chem. 
2) Zeitschr. f. Biologie 1915. 

8) Ebendaselbst 1911 (III. Mitteilung). 
*) Hoppe-Seylers Zeitschr. 137,/188. 
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charakterisiert ist. Es ist mir aufgefallen, daB manche Urobilinogenharne 
nach Behandlung mit Ejisenchloridsalzsiure im Chloroformextrakt dies: 
drei Streifen aufweisen, andere Urobilinogenharne wieder nicht. Eine 
Verwechslung mit einem Oxydationsprodukt des Bilirubins (Choletelin usw.) 
oder mit Porphyrin konnte ausgeschlossen werden. Dieses eigenartige 
Verhalten des Urobilinogenharns bedarf noch weiterer klinischer Unter- 
suchungen. Zur Férderung der Urobilinfrage, insbesondere der Isolierung 
und quantitativen Bestimmung scheinen mir einige folgende Beobachtungen 
und Betrachtungen von Wert zu sein. 


Umwandlung des Urobilinogens in Urobilin. 


Im folgenden habe ich gepriift, unter welchen Umstanden sich 
das Urobilinogen im pathologischen Harn in Urobilin verwandelt. 
Es findet sich gewéhnlich in der Literatur itiber diese Frage die gleich 
Bemerkung, daB sich Urobilin aus Urobilinogen unter dem Einflul 
des Lichtes und beim Stehen des Harns an der Luft bildet. Saillet') 
hat als erster sich mit dieser Frage beschaftigt und geschrieben, dal 
sich dieser Ubergang im Sonnenlicht in einigen Minuten, im Tageslicht 
in einigen Stunden volizieht. Er hat die verschiedenen Lichtarten in 
ihrer Einwirkung auf Urobilinogen untersucht und festgestellt, dab, 
wenn die Wirkung des Soennenlichts = 100 gesetzt wird, die des roten 
Lichtes mit 25, des gelbent mit 78, des griinen mit 72, des blauen mit 94. 
des violetten mit 99 zu bewerten ist. Ebenfalls sollten Ammoniak und 
Saéuren diese Umwandlung beschleunigen. Sonst findet sich in der 
Literatur tiber diese Frage sehr wenig. Biré*) ist in einer vor kurzem 
erschienenen Arbeit zu dem Ergebnis gekommen, da8B das Urobilinogen 
im Harn sich allmahlich spontan in Urobilin umwandelt, und zwar 
am Lichte kaum oder nicht viel rascher als im Dunkeln. 

Angeregt durch dieses auffallende Untersuchungsergebnis von 
Biré, habe ich diese Frage eingehend studiert und machte folgende 
Beobachtungen: Es fiel mir zunichst auf, daB eine Reihe von Uro- 
bilinogenharnen sich ganz verschieden in bezug auf die Umwandlung 
in Urobilin verhielten. 

1. Es wurden hell gefarbte Harne becbachtet, die sehr starke 
Urobilinreaktion gaben und hell gefairbt blieben, nach einem oder 
mehreren Tagen war im Tageslicht véllige Umwandlung in Urobilin 
eingetreten ; andere Harne blieben ebenso hell gefarbt und lieBen tiber- 
haupt eine véllige Umwandlung vermissen, sie gaben 14 Tage lang 
bei saurer Reaktion des Harns (im Tageslicht aufbewahrt) die Ehrlich sche 
Reaktion (Urobilin war dabei vorhanden!), der Harn ging dann in 
alkalische Garung iiber und die Rotreaktion blieb weiter bestehen 


1) Saillet, Rev. de med. 1897. 
*) Biro, diese Zeitschr. 1924. 
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Bei einzelnen Harnen wurde noch die merkwiirdige Beobachtung ge- 
macht, daB beim Stehen des sauren Harns nach einigen Stunden plétzlich 
die Aldehydreaktion verschwand und nach 2 bis 3 Stunden wieder- 
kehrte, Urobilinogen hatte sich hier tatsichlich véllig in Urobilin um- 
gewandelt, wie das Auftreten und Verschwinden des Urobilinstreifens 
lehrte, es war dies nicht durch eine Nebenreaktion des Aldehyds zu 
erklaren ; auBer den bereits genannten Reaktionen gibt das Khrlichsche 
Reagens bekanntlich in jedem Harn mit dem Harnstoff eine gelbe 
Farbenreaktion, die nicht weiter stért. Empfindlich stért nur das Auf- 
treten einer Spur Nitrits (es geniigte schon '/,mg Na-Nitrit, zu einem 
Reagensglas Urobilinogenharn zugesetzt), wie ich festgestellt habe; 
eine Spur Nitrit gibt mit Hhrlichs Reagens eine gelbe Farbenreaktion, 
eine Nitrosoverbindung, welche die Urobilinogenreaktion absolut ver- 
hindert. Urobilin entsteht dabei nicht oder nur in Spuren, wie sich 
spektroskopisch beweisen laBt. Ich halte die Kenntnis dieser stérenden 
Nebenreaktion fiir ganz besonders wichtig [vgl. die von mir beschriebene 
andere Nebenreaktion‘)]. 

Die oben genannte plitzliche, kurzdauernde Umwandlung des 
Urobilinogens bringe ich mit dem voriibergehenden Auftreten. von 
Nitrit nicht in Zusammenhang. Sie ist eine Besonderheit des Gleich- 
gewichtszustandes zwischen Urobilinogen—Urobilin. | 

2. Eine groBbe Gruppe von Urobilinogenharnen war _ relativ 
dunkel und dunkelte in kurzer Zeit ziemlich intensiv bis zu tief braun- 
roter Farbe nach. [Das Nachdunkeln anderer pathologischer Harne 
(Phenolharn ') ist leicht auszuschlieBen.] Die Mehrzah! der Urobilinogen- 
harne zeigte dieses Nachdunkeln. Auffallend rasch erfolgte dasselbe 
bei einzelnen Lebererkrankungen, beim Harn Tuberkuléser. (Die 
Aldehydreaktion ist auch bei schwerer Tuberkulose ziemlich selten.) 
Priifte ich die Umwandlungsgeschwindigkeit eines Urobilinogenharns 
durch fortlaufende Beobachtung der einzelnen Tagesportionen bei 
einem Kranken, so ergaben sich hier zeitlich keine auffallenden Unter- 
schiede. Meist im Vérlauf des zweiten Tages war die véllige Umwandlung 
eingetreten. Es hat sich bei den Versuchen herausgestellt, daB oft 
bei Zusatz von Hhrlichs Reagens zum Urobilinogenharn nur eine Spur 
Rotfarbung zu bemerken war, der Chloroformextrakt enthielt aber 
reichlich violettroten Farbstoff. Wir haben deshalb stets die gleichen 
Mengen Harn (5ccm), Reagens (lecm) und Chloroform (4 ccm) ge- 
wahlt ; dann wurde zentrifugiert. Im Chloroform ist die spektroskopische 
Beobachtung immer leichter, sie zeigt auch gleichzeitig den Streifen 
des roten Farbstoffs (in Gelb) und den des Urobilins (an der Violett- 
grenze) und laBt die einzelnen Phasen der Umwandlung verfolgen. 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1922, Nr. 41. 
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Fiir den Verlauf der Umwandlung ist vom gréBten EinfluB das 
Sonnenlicht. Ich konnte aber niemals bestatigen, daB sich ,,in wenigen 
Minuten“ der Leukofarbstoff in Urobilin umwandelt; einige Urobili- 
nogenharne verschiedener Kranker wiesen nach mehrstiindiger Sonnen- 
bestrahlung noch positive Aldehydprobe auf. Im Durchschnitt lief 
sich bei den meisten Fallen eine véllige Umwandlung durch das Sonnen- 
licht in etwa 3 bis 4 Stunden erzielen. 

Es miissen die chemisch wirksamen Strahlen die ultravioletten 
Strahlen sein, welche diesen Vorgang bewirken. Bestitigen lieB sich 
diese Ansicht durch Bestrahlungsversuche mit der Quarzlampe, meist 
nach etwa zweistiindiger Einwirkung war auch hier Urobilinogen um. 
gewandelt. (Es waren aber auch oft 6 und mehr Stunden notwendig.) 

Gegenitiber der Wirkung des Sonnenlichts tritt die Wirkung des 
diffusen Tageslichts sehr zuriick; wenn Biré in der erwahnten Arbeit 
von Lichtwirkung spricht, so meint er wahrscheinlich die Wirkung des 
diffusen Lichtes, und ich befinde mich dann in Einklang mit seinen 
Ergebnissen. Besonders widersprechend mit der bisherigen Ansicht 
steht die Beobachtung, daB, allerdings sehr selten, der im Dunkeln 
stehende Harn rascher nachdunkelte als der im Tageslicht stehende. 

Ich glaube die Tatsache, daB sich die einzelnen Harne jeweils so 
versehieden verhalten, damit erklaren zu kinnen, daB der Bakterien- 
tatigkeit ein besonderer Einflu8 zuzuschreiben ist. Es ware zunichst 
zu untersuchen, welcher Art diese Bakterientatigkeit ist. Ob die Bak- 
terien als Katalysatoren wirken kénnen, ob sie Sauerstoff in aktive 
Form iiberfiihren kénnen und ob eine bakterielle Siuerung des Harns 
in Frage kommen kann. DaB eine saure Harngarung vorkommen kann, 
ist nicht allgemein anerkannt. Gewdhnlich la8t sich statt einer Zu- 
nahme eine Abnahme der Harnaciditaét beim Stehen des Harns beob- 
achten, die saure Reaktion kann oft 2 bis 3 Wochen bestehen bleiben. 
Eine saure Harngirung ware deshalb nicht auszuschlieBen, weil im 
nicht steril aufgefangenen Harn leicht 1. Vergirer (B. coli, Aerogenes, 
Streptokokken) vorkommen, 2. auch Spuren Zucker und Glykuron- 
siuren vorhanden sind. Wurde einem Urobilinogenharn Traubenzucker 
zugegeben und die Reaktion einige Zeit verfolgt, so blieb die Aldehyd- 
probe 3 Tage wie die Kontrolle positiv. Ein Versuch, der gegen die 
Bedeutung der sauren Harngarung sprechen wiirde. 

Die Wasserstoffionenkonzentration erschien ebenfalls nicht von 
Belang. War dagegen der Urobilinogenharn eine Reihe von Stunden 
im Brutschrank, so trat die Umwandlung gegeniiber der Kontrolle 
friiher ein. Ebenso ergab Zusatz verschiedener Bakterien bei Brut- 
schrank- und Zimmertemperaturen das gleiche Resultat, besonders 
gegeniiber dem steril aufbewahrten Harn. Am raschesten vollzog sich 
die Umwandlung durch Zusatz von einer Spur Faces zum Urobilinogen- 
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harn. Hier war meist schon nach 6 bis 8 Stunden die Aldehydreaktion 
negativ, Zusatz von anderen Bakterien, wie Koli, Sarzinen [die nach 
Heim") fiir die Aufspaltung des Harnstoffs eine vorbereitende Rolle 
haben sollen], wirkte bedeutend langsamer. Die Urobilinumwandlung 
trat um so rascher auf, je friiher die folgende alkalische Harngirung 
zustande kam; es mubte hier die Abnahme der Harnaciditat parallel 
gehen. DaB gerade Faceszusatz die Beschleunigung der Umwandlung 
bewirkt, hangt auf alle Fille mit der Frage des Synergismus aerober 
und anaerober Bakterien zusammen, die nach Bienstock und Kaémmerer*) 
gerade fiir die Reduktion von Bilirubin zu Urobilinogen im Darm von 
gréBter Bedeutung ist. Unter dem EinfluB der gleichen Bakterien 
steht im Darm auch die Oxydation von Urobilinogen zu Urobilin; im 
Darm ist ebenso wie in manchem frischen Harn zwischen Urobilinogen — 
Urobilin ein Gleichgewichtszustand vorhanden. Im Harn kann es sich 
bei diesem Synergismus nur um Oxydation, nicht um Reduktion 
handeln. Der im Harn geléste Sauerstoff spielt bei der Oxydation 
keine Rolle, denn nach lingerem N-Durchleiten durch Urobilinogen- 
harn zeigte sich, daB dieser Harn sich ebenso rasch wie die Kontrolle 
im Tageslicht umwandelte. Es laBt sich der SchluB ziehen, daB bei der 
Umwandlung 
1. das Sonntnlicht vor gréBtem EinfluB ist ; 


2. der Bakterientitigkeit beim Stehen des Harns bei Tageslicht 
und im Dunkeln eine wichtige Rolle zukommt. 


Das verschiedene Verhalten einzelner Harne, einmal das rasche 
starke Nachdunkeln, dann die langsame Umwandlung des ganz hellen 
Harns oder die fehlende véllige Umwandlung des hellen Harns wird 
mit der Méglichkeit in Zusammenhang gebracht, da8 hier verschiedene 
Pyrrolverbindungen vorliegen kénnten. Es sei hier im AnschluB noch 
erwahnt, daB sich auch das im roten Kondensationsprodukt vorhandene 
Urobilinogen unter solchen Einfliissen in Urobilin verwandelt [vg]. 
Biré*)}. Eine merkwiirdige Erscheinung ist hierbei die Beobachtung 
des Verlaufs der Umwandlung durch ultraviolettes Licht. Obwohl 
im Harn nur noch Urobilin vorhanden und Chloroformextrakt gelb 
gefarbt war, blieb der Harn nach zweistiindiger Bestrahlung stark rot. 
Sind sonst Spuren des roten Farbstoffs vorhanden, farbt sich Chloroform 
violettrot. 


Wie Urobilinogen im Harn verhalt sich auch das isolierte Meso- 
bilirubinogen in seinen Zersetzungsreaktionen, besonders in alko- 


1) Heim, Lehrb. d. Bakt. 
2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141, 1923. 
4) Le. 

Biochemische Zeitschrift Band 167. 
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holischer Lésung wandelt sich Mesobilirubinogen im Sonnenlicht 
schnell in Urobilin um [H. Fischer')]. 

SchlieBlich kommt noch eine letzte, dritte Gruppe von Harnen, 
allerdings sehr selten, vor, die eine leicht erkennbare Pseudourobilinogen- 
reaktion geben. Weder der native, noch der mit Hhrlichs Reagens ent. 
stehende, rotgefarbte Harn zeigt eine Spur von Urobilinumwandlung. 
Der Urobilinstreifen wird hierbei im Gegensatz zu Gruppe 1 villig 
vermiBt. 


Verhalten des Urobilinogens gegeniiber Schwermetallsalzen und Siuren. 


1. Schwermetallsalze und Saéuren haben eine besondere Bedeutung 
fiir die Isolierung des Gesamturobilins. Thre Einwirkung steht in nahen 
Zusammenhang mit der eben erérterten Urobilinogen—Urobilin- 
umwandlung. 

Hausmann*) hat festgestellt, daB starke Lésungen aller Schwer- 
metallsalze und Séiuren das Urobilinogen in Urobilin tiberfiihren und 
das Urobilin durch Chloroform extrahierbar machen und eine einfache 
Probe fiir Klinik und Praxis empfohlen, die auf diesem Verhalten 
basiert. 

Diese Chloroformléslichmachung durch Schwermetallsalze ist ein 
Hauptzeichen der Komplexsalzbildung. 

Besonders geeignet erweist sich der Zusatz von Kupfersulfat uni 
von Eisenchlorid zum Urobilinogenharn ; hier ist im Chloroformextrakt 
regelmaBig ein breites Urobilinband zu bemerken, der Chloroform- 
auszug gibt dann mit Schlesingers Reagens keine Fluoreszenz mehr. 

Doch konnte die oben genannte Behauptung von Hausmann nicht 
bestatigt werden, da nach unseren Versuchen eine Anzahl Schwer- 
metallsalze, wie Kobaltsulfat, Mangansulfat, Zinksulfat und andere, 
nur sehr wenig Urobilin in das Chloroform iiberfiihrten. Niemals konnte 
von einer quantitativen Uberfiihrung des Urobilins dabei gesprochen 
werden. 

Hausmann sucht die Chloroformextrahierbarkeit des Urobilins 
durch die Annahme zu erklaren, daB es sich um _ kolloidchemische 
Vorgange handelt, Schutzkolloide sollen durch Elektrolyte ausgeflockt 
werden, Suspensionskolloide, wie Urobilin, kénnten dann unbehindert 
in das Chloroform tibertreten. Die Tatsache der Komplexsalzbildung 
hat Hausmann iiberhaupt auBer acht gelassen. Weiterhin ist fraglich, 
ob Urobilinogen—Urobilin im Harn nur kolloidal gelést sind. Dagegen 
spricht, daB Urobilinogen zum Teil ohne weiteres in Chloroform léslich 
ist; bei Diffusionsversuchen mit Urobilinharn in 3 proz. Gelatine hatten 


1) Briefliche Mitteilung. 
2) Zeitschr. f. klin. Med. 1922. 
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wir allerdings den Eindruck, daB Urobilin gegeniiber Bilirubin, das 
ziemlich rasch diffundiert, nur sehr langsam in Gelatine tibertritt. 
Eine Beobachtung, die dafiir sprechen wiirde, da8 Urobilin zum Teil 
kolloidal gelést ist. Beim Ubergang in den kolloidalen Zustand wiirden 
sich die Léslichkeitsverhaltnisse des Farbstoffs stark andern, vielleicht 
ist bald eine mehr kolloidale, bald mehr molekulardisperse Lésung 
des Urobilins im Harn vorhanden. 

Hausmann hat ferner behauptet, daB nur die Uberfiihrung des 
Urobilinogens in Urobilin durch Kupfersalze in Formaldehyd- oder 
Ehrlichs Reagens-Gegenwart (bzw. nach vorherigem Zusatz) miBlingt, 
die Uberfihrung durch andere Schwermetallsalze oder Siiuren aber 
nicht. Hausmann nennt dies eine sehr merkwiirdige Tatsache, die vor- 
laufig nicht geklart werden kann. 

DaB hier Kupfersulfat sich eigenartig verhalt, ist dadurch zu er- 
kliren, daB Mesobilirubinogen selbst kein Kupfersalz gibt, sondern erst 
ein durch Oxydation auftretendes Umwandlungsprodukt. Die Um- 
wandlung kann also nicht gelingen, wenn Ehrlichs Reagens dem Uro- 
bilinogenharn vorher zugegeben wird. Die Feststellung Hausmanns, 
daB alle anderen Schwermetallsalze die Umwandlung in Urobilin er- 
méglichen, konnte ich iticht bestatigen. Es wurde eine gréBere Reihe 
von Schwermetallsalzen auf dieses Verhalten gepriift und stets einige 
Kubikzentimeter konzentrierter Salzlésung dem Harn mit dem roten 
Farbstoff zugegeben. Eine prompte Umwandlung lieB sich wohl bei 
Eisenchloridzusatz bemerken, eine teilweise Umwandlung wohl noch 
bei dem einen oder anderen Eisen- und Zinksalz; die meisten Salze, 
Ferrosulfat, Ferriacetat, Zinksulfat usw., lieBen diese Einwirkung 
nicht erkennen. Chlorzinkzusatz brachte sowohl den Urobilinogen- 
wie den Urobilinstreifen zum Verschwinden. Zinnpentachlorid z. B. 
zeigte zwar im Harn nur den Urobilinstreifen, der Chloroformextrakt 
war aber voéllig ungefirbt. Eine Reihe anderer Schwermetallsalze, 
wie Kobalt, Mangan, Cadmiumsalze, zeigt nicht die Spur einer Um- 
wandlung. Zusatz einiger Salze konnte wegen der auftretenden starken 
Fallung nicht weiter verwertet werden. 

Vielleicht erlaubt dieses Verhalten des Urobilinogens gegeniiber 
Schwermetallsalzen noch eine sichere Abgrenzung gegeniiber anderen 
Kérpern, welche die Urobilinogenreaktion geben. 

Das Verhalten des Urobilinogens im Harn gegen Mineralsduren 
war folgendes: 

Konzentrierte Salzsaure in geniigender Menge wandelt Urobilinogen 
in kurzer Zeit in Urobilin um. 

Bei Zusatz geringer Sauremengen tritt die Umwandlung allmahlich 
ein. Ja, es gab vorheriger Zusatz von 20 Tropfen HCl (1,124) zu 100 ccm 

g&* 
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Harn nach 36 Stunden, von 4cem HC! nach 2 Stunden noch intensiy: 
Rotreaktion mit Hhrlichs Reagens. 

Bei abgestufter Zugabe kleiner Séuredosen lief uns auch das merk. 
wiirdige Ergebnis unter, daB in einer gewissen Zone (10 bis 30 Tropfen 
nach 12 bis 18 Stunden noch keine véllige Umwandlung eingetrete: 
war, wahrend dariiber und darunter die Ehrlichsche Reaktion negatiy 
geworden war. 

Es erinnert dieses Verhalten an den isoelektrischen Punkt ampho.- 
terer Kérper, der auch durch ein Optimum oder Minimum verschiedene: 
Reaktionen ausgezeichnet ist. Méglicherweise fallt das Optimum der 
H-Ionenkonzentration fiir die Oxydationen mit dem _ isoelektrischer 
Punkt zusammen. 

2. Es fiel auf, daB bei vorhergehendem Zusatz von 2, 4, 8 cem H(!| 
zu 100 cem Urobilinogenharn nach | bis 2 Tagen zwar eine Rotreaktion 
mit Ehrlichs Reagens nicht mehr bemerkt werden konnte, der Chloro- 
formextraki zeigte aber eine rosarote Farbung und spektroskopisch, 
zwei direkt nebeneinander liegende Absorptionsbainder, die ich noch 
nicht beschrieben fand. Das rechte intensivere Band entsprach nach 
seiner Lage dem Urobilin, das linke, unscharfer begrenzte, ging in 
seinem linken Rande nach dem roten Spektralende hin bis etwa / 550 
Das rechte Band war nur durch einen schmalen Spalt vom Urobilinband 
abgrenzbar. Wir haben hier ein neues Umwandlungsprodukt vor uns. 
das natiirlich auf alleinigen Zusatz von HCl nicht bemerkt werden 
konnte. Ferner wire noch zu beweisen, ob das hier beobachtete linke 
Band aus dem Urobilinogenband hervorgegangen sein kénnte ; es miibte 
sich hier das Maximum des roten Farbstoffs bedeutend violettwarts 
verschoben haben; Biré') hat nachgewiesen, daB sich das Maximum 
dieses ersten Streifens bei der Umwandlung iiberhaupt rotwiirts ver- 
schiebt. Es kénnen also die beiden Streifen nur als Modifikation des 
,sauren Urobilins’‘ angesehen werden, wenn man davon absieht, dal 
Préscher drei Maxima des roten Farbstoffs beobachtet hatte. 


Ablauf der Ehrlichschen Reaktion, Bestimmung des Urobilinogens im Harn. 

Wird einem Urobilinogenharn das Ehrlichreagens zugegeben, so 
beobachtet man regelmaBig eine im Verlauf einer Minute stark zu- 
nehmende Rotreaktion. Wird mehr Reagens zugegeben, so wird der 
Reaktionsablauf beschleunigt und mit einer gewissen Menge maximale 
Farbintensitaét erzielt. Maximal war die Reaktion, wenn zu 5 ccm 
Harn lccem Reagens gegeben wurde; stets wurde diese Menge bei- 
behalten, um immer gleiche Bedingungen zu erfiillen. Wahrschein|ich 
tritt am Molekiil des Mesobilirubinogens bei groBem Reagenzzusatz 
weitere Pyrrolabspaltung ein. 


1) le. 
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Wichtig ist, daB zuniachst eine Rotfarbung nicht bemerkt zu 
werden braucht und erst nach einiger Zeit langsam die Reaktion eintritt 
und die starkste Farbung erst nach 20 Minuten (!) erreicht ist. 

Wird ein nativer Harn nach Zusatz von Aldehydreagens untersucht, 
so zeigt sich spektroskopisch, wie bereits erwahnt, ein breiter Streifen 
in Griingelb mit einem Maximum bei 4 555, und eventuell ein zweiter 
Streifen an der Violettgrenze mit einem Maximum von 4495, der 
entweder von priformiertem Urobilin herriihrt oder aus dem ersten 
Streifen (Urobilinogen-Aldehydstreifen) hervorgegangen ist. 

Der Chloroformextrakt laBt das spektroskopische Verhalten viel 
besser erkennen. (Rotreaktion des Harns, nicht durch Chloroform 
extrahierbar, kommt auch durch HCl zustande.) 

Saillet') hat zuerst festgestellt, daB im frischen normalen Harn 
nur das Chromogen (Urobilinogen) vorkommt; untersucht man frisch 
entnommenen Harn sofort, so laBt sich fast regelmabig eine geringe Rot- 
firbung beobachten. Steht der Harn auch nur kurze Zeit, so tritt eine 
Rotfirbung in der Kilte nicht ein, dagegen beim kurzen Erhitzen des 
Harns; diese Reaktion ist ebenso als Urobilinogenreaktion bisher auf- 
yefaBt worden, eine Ansicht, die nicht richtig ist. Denn wird der Harn 
oder Chloroformextrakt, der hier nicht rot, sondern gelbbraun ist, 
|. spektroskopisch untersucht, so ist nur das auffallend breite Urobilin- 
band zu sehen, 2. gibt iiberdies auch der pathologische Harn, dessen 
Urobilinogen véllig in Urobilin verwandelt ist, diese Rotfirbung. Es 
dirfte sich hier vielmehr um eine Reaktion des Indols handeln, das 
beim Erhitzen aus seinen Derivaten abgespalten wurde und in den 
meisten Harndestillaten nachzuweisen ist. 

Auch in frischen pathologischen Harnen laB6t sich haufig nur 
Urobilinogen nachweisen. Aus den Untersuchungen von Biré!) geht 
hervor, daB im frisch entleerten urobilinogenhaltigen, pathologischen 
Harn Urobilin spektroskopisch entweder bloB spurenweise oder gar 
nicht nachweisen laBt, eine Ansicht, die in der Mehrzahl der Fille 
pathologischer Urobilinogenurie wohl zutrifft, die wir aber in einer 
Reihe von Erkrankungen nicht bestatigen konnten. Bei einer septischen 
Kranken fanden wir im Katheterharn bei unmittelbarer Untersuchung 
recht haufig groBe Mengen priformierten Urobilins, die sich zum Uro- 
bilinogen wie 1:3, 1:2, auch 1:1 verhielten. Graphisch dargestellt 
sind die Mengen beider in Abb. 1*). Es ist wahrscheinlicher, daB Urobilin 
bereits im groBen Kreislauf vorhanden war, als daB es sich in den 
Harnwegen gebildet haben soll. Urobilin kommt meist neben Uro- 
bilinogen im frischen Harn vor, wenn Urobilinogen selbst nicht sehr 
stark vermehrt ist. 


1) Le. 
*) Abb. | (durchgefiihrte Linien). 
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Bei der alkalischen Harngirung soll alles Urobilin wieder in Uro- 
bilinogen zuriickverwandelt werden; auf dieser Annahme beruht. be- 
kanntlich die Urobilinogenbestimmung von Charnas'). Auch dies 
konnte ich nicht regelmaBig bestatigen. Wurde im frisch entleertey 
Urobilinogenharn spektroskopisch wenig praformiertes Urobilin vor. 
gefunden, so zeigte sich auch bei der alkalischen Harngarung wieder 
dieselbe Menge Urobilin. Eine Beobachtung, die fiir die Frage des 
Gleichgewichtszustandes zwischen Urobilinogen und Urobilin nicht un. 
wichtig ist. 

Quantitative Bestimmungen des Urobilinogens—Urobilins sind eine 
ganze Reihe bekannt. Vor kurzem hat Adler?) durch eine Verdiinnungs. 
methode mit der Fluoreszenzprobe des Urobilins quantitative Werte 
zu erreichen gesucht ; abgesehen davon, daB im Harn andere fluoresziec- 
rende Kérper ohne Reagenzzusatz vorkommen kénnen und Oxydations- 
produkte des Bilirubins eine Fluoreszenz geben*), ist am meisten zu 
beanstanden, da8 der quantitativ bestimmte Kérper, der die Fluoreszenz 
gibt, unbekannt ist. Es kann eingewendet werden, daB bei der Uro- 
bilinogenbestimmung die Fehlerquellen ebenfalls sehr zahlreich sind, 
dem steht aber gegeniiber, daB der reagierende Kérper genau bekannt 
ist, und daB die Kristallisation des resultierenden roten Farbstoffs 
naheliegt. 

Unter den Methoden steht an Wert die spektrophotometrische 
obenan. Von einzelnen Autoren ist die Bestimmung des Urobilinogens 
nach alkalischer Garung des Harns vorgenommen worden [ Brugsch- 
Retzlaf{*), Jakobs-Scheffer®), Hueck und Brehme®)]. Es muBte dabei 
durch Ligroinextraktion eine Nebenreaktion ausgeschaltet werden. Ab- 
gesehen von der Umstindlichkeit der Methode beteiligt sich an der 
Aldehydreaktion sehr wahrscheinlich auch BakterieneiweiB. Der Harn 
ist stark triibe, die Umwandlung braucht nicht eine vollstandige zu 
sein, wahrscheinlich ist die Lage des Absorptionsmaximums wenig 
verandert, schlieBlich kann im alkalisch reagierenden Harn (freies 
Alkali) die Zhrlichsche Reaktion auch einmal negativ ausfallen, wenn 
sie im gleichen Harn vorher positiv war. Wird dagegen der frisch ent- 
leerte Harn unmittelbar spektrophotometrisch untersucht, so ist die 
Lage des Maximums des Farbstoffs eine ziemlich konstante, auch die 
Intensitat der Lichtabsorption kann sich nicht so rasch verandern. 
Kommt einmal praformiertes Urobilin vor, so laBt sich der Urobilinwert 


1) Diese Zeitschr. 1909, S. 401. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140. 

3) Barrenscheen. und Weltmann, diese Zeitschr. 1924. 
*) Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 11. 

5) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 44. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141. 
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durch Relativzahlen beriicksichtigen. Neben der spektrophotometrischen 
habe ich fiir fortlaufende Untersuchungen die ¢infache spektrometrische 
Methode bevorzugt. 


Besonders bewihrt hat sich mir fiir quantitativ aproximative 
Bestimmungen das Spektrometer nach Prof. Scheibe'), das ich wegen 
seiner einfachen Handhabung und Genauigkeit bestens empfehlen kann. 


Der Apparat wird mit den Linien einer Heliumréhre oder mit anderen 
Linien bekannter Wellenlange (Frauenhofersche Linien) geeicht. In einem 
Koordinatensystem werden die Werte der Orientierungsskala des Apparats 
auf die Ordinaten, die zugehérigen Wellenlingen auf die Abszissenachse 
eingetragen und nach den bekannten Linien eine Eichkurve konstuiert, 
indem man die benachbarten Punkte zu einer Linie vereinigt bzw. inter- 
poliert. Durch Verschieben des hellen Fadenkreuzes im Apparat lassen 
sich die Grenzen eines Absorptionsstreifens bis auf 1 wu Genauigkeit fest- 
legen. Durch die neue handliche verstellbare Kiivette von Zeiss werden 
rasch die Grenzen der Absorption in verschiedener Schichtdicke bestimmt 
und kénnen graphisch als numerische oder logarithmische Kurve dar- 
gestellt werden. Die Lage des Absorptionsmaximums l4Bt sich an der 
konstruierten Kurve leicht angeben (vgl. Abb. 1). Die GréBen, welche in 
dem Koordinatensystem gegenseitig in Beziehung treten, sind Schichtdicke 
(Ordinate) und Wellenlinge (Abszisse). Fiir die Messungen ist zundchst 
die Kenntnis eines absoluten Wertes wichtig; es werden etwa 5 mg Meso- 
bilirubinogen kolloidal gelést, mit Aldehydreagenz versetzt, mit Chloroform 
extrahiert und die Chloroformlésung in der MeBkiivette spektrometriert. 
Es werden dann die Linien gleicher Helligkeit verglichen, in der linken Kurve 
z. B. 4565; die Konzentrationen verhalten sich hier umgekehrt wie die 
Schichtdicken. Es verhalten sich also die Konzentrationen c,:c¢, = 10:1 
(da c, x dy = c, x d,). Ist die Farbstofflésung zu konzentriert, so wird 
mit Chloroform ein- oder zweimal verdiinnt. Wichtig ist, daB die zum 
Vergleich gewahlte Linie méglichst entfernt vom Absorptionsmaximum 
sein soll. Wie bereits erwahnt, wird Urobilin, wenn es gleichzeitig vorhanden 
ist, durch Relativzahlen hinzugerechnet. Die spektroskopische Beobachtung 
der Urobilinogenumwandlung in Urobilin zeigt am Ende, wieviel Urobilinogen 
dem entstandenen Urobilin entspricht. Graphisch lat sich aus dem Ver- 
haltnis der Héhen der Kurve der entsprechende Wert angeben. 
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') Hoppe-Seylers Zeitschr. 110, 1920. 
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Als Beispiel bringe ich Urobilinogenberechnungen von einem Fa|| 
mit Leberlues und starkem Ascites; nach Ascitespunktion (4 L) fallen 
die Urobilinogenwerte wenig ab. Im Ascites war nie Urobilinogen nac! 
weisbar (vgl. Abb. 2). Ferner einzelne Werte der Urobilinogentagesmenve 
bei einer leichten Cholangitis: 8 Uhr abends 25 mg, 9 Uhr morgens 4,5 my, 
12 Uhr mittags 13mg, 4 Uhr nachmittags 13mg, Tagesmenge 55 me. 
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Abb. 2. 


Die spektrophotometrische Bestimmung benutze ich nur zum Ver- 
gleich. Sie ist schon vielfach verwendet worden zur Bestimmung des 
Sterkobilirubinogens, dessen Menge bekanntlich ein MaB fiir die Blut- 
mauserung abgibt. Bei der Bestimmung des Sterkobilirubinogens 
fanden einzelne Autoren schon beim Normalen ganz verschiedene 
Werte [Eppinger'), Adler?) Hueck und Brehme*)}. Sie erkliren sich, 
wie Hueck und Brehme*) bewiesen, durch eine andere Auswertung 
der Formel und durch verschiedene Methodik. 


Ich habe mit dem Spektrophotometer von Glan‘) eine Anzahl 
Bestimmungen durchgefiihrt, das sich bei meinen Messungen als zu- 
verlaissig erwiesen hat. Es lieB sich z. B. die Lage des Maximums im 
frischen Harn regelmaBig genau und iibereinstimmend bestimmen. 

Als Lichtquelle wurde eine Osram-Punktallampe verwendet. 


Es ist zunichst miBlich, daB bei Angabe der Konzentration 

e = Anzahl Gramm in 1 cem nicht von Farbstoff, sondern nur von 
Grammen Chromogen ausgegangen werden kann. Die erwihnten Un- 
stimmigkeiten bei der Angabe der normalen Mengen durch einzelne 
Autoren riihren nicht allein von der falschen Benutzung der Forme! 
log tg a — log tg B 

d , 

Wertes A, dem nur innerhalb gewisser Grenzen eine absolute Sicherheit 
zukommen kann. Charnas hat bei dem erhaltenen Wert A nicht an- 
gegeben, was er fiir einen Farbstoff erhalten hat. Voraussetzung fiir 


sondern auch von der Bestimmung des 


1) Eppinger-Charnas (Eppinger-Ranzi, Kap. 2). 

*) Le. 

8) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 141. 

*) Mit der giitigen Erlaubnis von Geheimrat E. Wiedemann im 
physikalischen Institut ausgefiihrt. 
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die Berechnung von A ist, daB die Reaktion zu Ende verlauft, es muB 
die gréBtmégliche Séiuremenge zugegeben werden, ohne dab Urobilin 
entsteht. Der allgemein angenommene Wert fiir A nach Charnas ist 
0,00001, ich berechnete 0,00033 und komme damit dem von Opitz!) 
angegebenen mit 0,000088 am niichsten. Dieser Wert hat sich also 
nach der alten Methode berechnet ergeben. Ein Haupteinwand, der 
gegen die Methode gemacht werden kann, ist der, dab die spezifische 
Konzentration, d. h. die Anzahl Gramme Farbstoff in 1 cem, unbekannt 
ist, da immer vom Mesobilirubinogen ausgegangen wird. In der be- 


1 : © ’ 
kannten Formel EZ r -C ist C die Konzentration des Farbstoffs. 


Dafiir nun die Konzentration des Chromogens einzusetzen, ist unzu- 
lassig. Ware dagegen unter C die Molekularkonzentration verstanden, 
so kénnte vielleicht angenommen werden, daB die Molekularkonzen- 
tration des Chromogens ungefahr = Molekularkonzentration des Farb- 
stoffs ist (vorausgesetzt, daB die Kondensation von einem Molekiil 
Mesobilirubinogen mit einem Molekiil Dimethylamidobenzaldehyd statt- 
gefunden hat!). Unter dieser Annahme lasse ich die Berechnung folgen : 
Ist E, der Extinktionskoeffizient, d die Schichtdicke, J, die auffallende 
Intensitat, J, die Intensitét des durchgegangenen Lichtes, so ist 
I I, 10- 24. 

In £ ist noch die Molekularkonzentration C enthalten, so dab 
E, = B, C ist. B, ist der auf die Konzentration 1 bezogene Extink- 
tionskoeffizient. 


4 


’ 


l l 
Die friiheren Autoren haben B 4 gesetzt, so daB EF 4 e ist. 


(A.B = C, welche Formel sich standig zitiert findet.) 


Es wurde bei der Untersuchung die Molekularkonzentration C 
a : ; : f 0,00002 . 
(aus 0,02 g Mesobilirubinogen in 1 Liter Lésung) — gewahlt 
ve 
(592 Molekulatgewicht des Mesobilirubinogens). Bei meiner Messung 
ergab sich fiir E = 0,0957 (demnach ist 
l C  —-0,00002/592 


A es - : = 0,000 0003 53 — 3.53-10-%), 
oars aa 0,0957 ae : 


wobei die Forme! 
,  logtg(a,—a,) — log tg (a. —a,) 
E = id 


zur Verwendung kam. 


') Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 1924. 
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d = die Dicke des Schulzschen Kérpers, 
= die Stellung des schwichenden Nikols bei Bestimmung der 


a, 
Apparaturkonstanten, 
a, = die Stellung des Nikols auf gleiche Helligkeit bei der Messung 
der Farblésung. 
Ich glaube, mit diesen Zahlen brauchbare Werte erhalten zu haben. 
Es bleibt natiirlich noch dahingestellt, ob sie einen absoluten Wert 
darstellen, da infolge der oben angefiihrten Griinde die Molekular. 
konzentration des Chromogens nicht = Molekularkonzentration des 


Farbstoffs anzusehen ist. 
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Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen Kohlehydrat 
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Il]. Physiologischer Teil ee ae a ee ee eee ee 
A. Stoffwechselversuch an einem eiweiB- und phosphorarm 
ernahrten Hunde. Spaltung parenteral beigebrachter Hexose- 
diphosphorsaéure im Organismus 
. Parallelstoffwechselversuch zu A a cat ate Sd om. “Sein 
. Stoffwechselversuch am phlorrhizindiabetischen Hunde zur 
Priifung der Glykoneogenie aus hexosediphosphorsaurem 
Natrium . SE ee ea a re ye ra a ane 
. Stoffwechselversuch zur Priifung der Beeinflussung der 
Phosphorausscheidung durch eine groBe Zuckergabe am 
Hungerhund ; 
Zusammenfassung 


I, Einleitung. 

Die alte Lehre Hoppe-Seylers, derzufolge die Milchsdurebildung 
aus Kohlehydraten im anaeroben Stoffwechsel als eine der Fundamental- 
funktionen des lebenden Protoplasmas zu gelten habe, ist seinerzeit 
viel bekimpftt worden. Doch hat es ihr unter den Physiologen auch 
niemals an Anhangern gefehlt. Gegenwirtig ist die Bedeutung dieses 
Spaltungsvorganges sowohl fiir die Vorginge des Kohlehydratabbaues 
im Organismus, als auch fiir die Muskelkontraktion allgemein an- 
erkannt. Die Untersuchungen Gustav Embdens in Frankfurt und seine: 
zahlreichen Mitarbeiter haben dargetan, daB die Milchsiure im Muske! 
auf Kosten einer Vorstufe, des Lactacidogens'), entsteht, das mit be- 
sonderer Leichtigkeit Milchsiure bildet. Dieses ist nun weiterhin als 
ein Paarungsprodukt zwischen Zucker und Phosphorsaure, als ,,Hexose- 
diphosphorsaure“ erkannt worden, welches unter bestimmten Bedin- 
gungen in aquimolekulare Mengen Milchsiure und Phosphorsaure zu 
zerfallen vermag. 

Die zwischen Traubenzucker, Glykogen, Hexosediphosphorsaéure und 
Milchséiure bestehenden Beziehungen sind von Laquer in dem Schema 


Glykogen 
! 


Zwischenkohlehydrat <-——_——— 


+ 


Lactacidogen (Hexosediphosphorsaure) 


Milchsaure Zucker 
ormuliert worden ?). 
Jahrend der letzten Jahre ist jedoch auch die groBe Bedeutung der 


Hexosediphosphorsdure fiir die Pathologie des Kohlehydratstofjwechsels 
vielfach erkannt worden. Ohne auf diesen Gegenstand hier naher eingehen 


1) Vgl. die einschlagige Literatur bei O. Fiirth in Oppenheimers Handb. 
d. Biochem., II. Aufl., 4, 310 bis 315, 1924. 
*) F. Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 26, 1922. 
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zu kénnen, méchten wir nur als Beispiel anfiihren, daB Th. Brugsch*) den 
Diabetes mellitus im Sinne Naunyns als aglykogenische Erkrankung ansieht, 
wobei das glykogenaufbauende Agens, das Pankreashormon fehlt. Fiir den 
Kohlehydratumsatz in der Leber beim Diabetes wird folgendes anschauliche 
Schema aufgestellt : 


Zucker Glykogen 


: ; | Aminosauren- es ; 
Nahrungs __—> Glucose — Blut — Urin 


strom | Glycerin A { 4 
Fettséuren~ ee 


Milchsaéure — Acetal dehyd — Kohlensiure 


| 


Hexosediphosphor- 
sdureester 


Die normale Saugetierleber, in traubenzuckerhaltiger Ringerfliissigkeit 
aufgeschwemmt, bildet bei Luftdurchleitung Milchséure und gibt Trauben- 
Zucker ab. Unter Jnsulineinwirkung sinkt der Traubenzuckergehalt ab 
unter Bildung von Hexosediphosphorsdure*). 

Diese Befunde gewinnen noch an allgemeiner Bedeutung durch 
die Erkenntnis, daB, ebenso wie fiir den Kohlehydratstoffwechsel des 
Muskels und der Leber die intermediare Bildung eines Hexosediphosphor- 
siureesters auch fiir die Vorgange des Kohlehydratabbaues in lebenden 
Hefezellen von groBer Bedeutung ist. Harden und Young haben seiner- 
zeit die Entdeckung gemacht, daB die Phosphorséure unmittelbaren 
Anteil am Garungsvorgang nimmt. Ihre Untersuchungen sowie die. 
jenigen von Iwanoff haben weijerhin den beim Géarungsvorgang auf- 
tretenden Zuckerphosphorsiurekomplex als Hexosediphosphorsdureester 
dargetan. Neuere Untersuchungen von G. Embden und Margarete 
Zimmermann*), bei denen das Lactacidogen aus Muskelprefsaft als 
Brucinsalz isoliert worden ist, haben die Identitaét desselben mit dem 
Brucinsalz der Garungs-Hexosediphosphorsaure und damit die [dentitat 
von Lactacidogen und Gdrungs-Hexosediphosphorsdure ergeben. 


Bei allen derartigen Vorgangen spielt ein ,,Coferment** eine bedeutsame 
Rolle, wie insbesondere die schénen Untersuchungen von H. v. Euler und 
K. Myrbdck*), von O. Meyerhof und O. Warburg dargetan haben. A. Gott- 
schalk*) hebt neuerdings bei zusammenfassender Betrachtung der Beziehungen 
zwischen pflanzlichem und tierischem Kohlehydratabbau mit Recht hervor, 
daB alle diese Versuche ,,es wahrscheinlich gemacht haben, da8 auch in 
der tierischen Zelle das Coferment den Zucker verestert, d. h. fiir die Lact- 


1) Th. Brugsch, H. Horsters und Th. Katz, diese Zeitschr. 149, 1924. 

*) Th. Brugsch und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 

8) G. Embden und Margarete Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
142, 234, 1924. 

*) H.v. Euler und K. Myrbdck, ebendaselbst 189, 15, 1924; Ber. d. 
deutsch. chem. Ges. 1924. 

5) A. Gottschalk, Wien. klin. Wochenschr. 1925, Nr. 14. 
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acidogenbildung verantwortlich ist; wir verstehen, weshalb coferment. 
freies Gewebe keine Milchséure bilden kann. Sowohl in der Hefe wie in 
der Muskulatur wird der Kohlehydratumsatz mit der Zuckerveresterung 
eingeleitet; das Coferment erscheint als integrierender Bestandteil bei 
dieser Reaktion“. 

Falls wir aber wirklich den Aufbau des Hexosediphosphorsiure. 
komplexes als fundamentale Eigenschaft tierischer und pflanzlicher 
Zellen anerkennen sollen, miissen wir von denselben auch die Fahigkeit 
fordern, Hexosediphosphorsdurekomplexe zu spalten. Versuche in dieser 
Richtung sind der Gegenstand vorliegender Untersuchung gewesen. 
Bevor wir jedoch auf unsere eigenen Experimente eingehen, wollen 
wir zuniachst das diesbeziiglich bisher vorliegende Material tiberblicken. 


Literaturangaben tiber Spaltung der Hexosediphosphorsdure durch den 
tierischen Organismus und einzelne Organe. 


Eingehendere Untersuchungen tiber die Spaltung des durch Ver- 
esterung des Zuckers mit zugesetzter Phosphorsaure auf biologischem 
Wege erhaltenen Kohlehydratphosphorsaureesters sind zunachst von 
H. v. Euler und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt worden. 


Untersuchungen von H.v. Euler und Y.Funke') haben die geringe 
Wirksamkeit von Blut, Pepsin, Pankreas, Darmschleimhaut und Nieren- 
mazerationen in bezug auf die Spaltung des Kohlehydratphospborsiure- 
esters ergeben. Weiterhin erhielten drei Kaninchen per os je 1 g des Calcium- 
salzes des Esters, mit Wasser aufgeweichtem Brote beigemischt. Die 
Phosphorséurebestimmunk im Harn ergab, da mindestens drei Vierte! 
des aufgenommenen Esters einer Spaltung unterlegen waren. Da aber 
erfahrungsgemaéB das an sich schwer lésliche Calciumsalz in groBem Umfang 
von den Darmbakterien gespalten wird?), ist aus dem Versuch nicht zu 
entnehmen, ob tatsichlich eine Resorption und Spaltung in den Organen 
erfolgt ist. Spaltungsversuche mit Muskeln und Leber, die mit fliissiger 
Luft gekiihlt und pulverisiert worden waren, fielen negativ aus. 

Weitere Versuche von H.v. Euler*) haben dargetan, daB die Darm- 
schleimhaut des Schweines wie des Kaninchens ein meBbares, aber geringes 
Spaltungsvermégen gegeniiber Kohlehydratphosphorsdureester _besitzt 
(wahrend derselbe durch Bacterium coli prompt gespalten wird). Erheblich 
gréBer als die Spaltungsfaihigkeit der Darmschleimhaut ist diejenige der 
Pferdeniere; jedoch liegt auch hier noch eine relativ langsam verlaufende 
“nzymreaktion vor. 

Weiter wurden fiinf Versuche an zwei groBen Hunden ausgefiihrt 
So erhielt z. B. (in der Versuchsreihe 2) der Hund 1,76 g PO, mit der taglichen 
Nahrung; dazu an den Versuchstagen als Calciumsalz des Phosphorsaure- 
esters (Candiolin) 1,75 g PO,. In der Vorperiode wurden ausgeschieden: 
im Mittel 1,70 ¢ PO, im Urin, 0,50 g PO, im Kote, zusammen 2,20 ¢ PO, 


1) H.v. Euler und Y. Funke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 489, 1912 
*) H.v. Euler, ebendaselbst 79, 377, 1912. 
3) Derselbe, ebendaselbst 79, 375, 1912. 
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An den sieben Versuchstagen im Mittel: im Urin 2,43, im Kote 0,82, zu- 
samen 3,41 g PO, Das Plus im Harn betrug 2,43 —— 1,70 = 0,73 g PO,, 
im Kote 0,82 — 0,50 = 0,32 g PO,, zusammen also 0,73 + 0,32 = 1,05¢ 
PO, Die in Form von Candiolin eingefiihrte PO,-Menge betrug 1,75 g; 
es wurde dies sonach eine PO,-Retention bedeuten. Euler folgert aus diesen 
Versuchen: 1. daB Kohlehydratphosphorséureester allerdings im Darme 
zum Teil gespalten, zum Teil aber auch als solcher resorbiert wird; 2. daB 
der resorbierte Ester zum gréBten Teil als anorganisches Phosphat den 
Koérper verlaBt. Jedoch auch die Menge des organisch gefundenen PO, 
erschien vermehrt: von der Gesamtphosphorséure des Harns entfielen 
(gegeniiber einem Normalwerte von 2,7 Proz. beim Hunde) nunmehr etwa 
10 Proz. auf diese Fraktion. 

Bei weiteren Versuchen von Hans und Beth Euler‘) ergab Extrakt 
von Ahornbldttern nur schwache Phosphatasewirkung; dagegen wurde das 
allmahliche Auftreten des esterspaltenden Ferments, der Phosphatase, 
in keimendem Gerstensamen festgestellt. 


V.J.Harding*) hat die Einwirkung von Lipase aus Ricinussamen 
und autolysiertem Ochsenpankreas, von Emulsin und autolysiertem Hefe- 
preBsaft auf Hexosephosphorsdure untersucht. Die letztere war mit NaOH 
gegen Lackmus neutralisiert worden; die Versuche wurden bei 25 bis 37° 
in Gegenwart von Toluol ausgefiihrt. Wahrend das autolysierte Pankreas 
ohne Einwirkung auf die Hexosephosphorséure geblieben war, vermochten 
die iibrigen Fermente eine langsame Hydrolyse herbeizufiihren. Aus auto- 
lysiertem HefepreBsaft lieB sich durch Alkohol unter Atherzusatz ein Nieder- 
schlag ausfillen, welcher sich gegeniiber Hexosephosphorsiure hydro- 
lytisch wirksam erwies. 

R. H. A. Plimmer®*) fiihrte zwei Versuche mit einem von Young dar- 
gestellten Hexosephosphorsiiurepréparate aus. Die Lésung der Séure 
wurde neutralisiert und mit neutralen Extrakten aus Darmschleimhaut 
bzw. Gehirn unter Toluolzusatz bei 37° digeriert. Im Laufe von einigen 
Tagen konnte eine nicht unerhebliche Abspaltung anorganischer Phosphor- 
sure festgestellt werden. 

In Versuchen ganz neuen Datums ist es H. v. Euler mit K. M yrbdck 
und Signe Karlsson*) auch gelungen, festzustellen, daB zugesetztes Zymo- 
phosphat (fructosediphosphorsaures Natrium von Fr. Bayer & Co., Lever- 
kusen) vom Muskel/leisch gespalten wird, und daB diese Spaltung in hohem 
Grade durch Natriumfluorid gehemmt wird. Wie auch Embden bemerkt 
hat, entsteht dabei viel weniger Milchséiure, als dem abgespaltenen P,O, 
entspricht. Es wurde auch untersucht, ob bei der Phosphorsiureabspaltung 
etwa ein reduzierender Zucker entsteht. (Da auch ,,Lactacidogen‘: Fehling- 
sche Lésung reduziert, wurde dieses zuerst mit Bleiacetat ausgefallt.) Es 
wurde jedoch kein reduzierendes Filtrat erhalten. 


Da8 der Muskel die in ihm enthaltene Hexosediphosphorsaure in groBem 
Umfange unter Milchséiurebildung zu spalten vermag, geht heute, da das 


') Hans und Beth Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 292, 1914. 

*) V. J. Harding, (Lister-Institute) Proc. Roy. Soc. London 85, 418, 
1912; Chem. Centralbl. 1912, IT, 1293. 

3) R. H. Aders Plimmer, Biochem. Journ. 7, 57, 1913. 

‘) H.v. Euler, K. Myrbdck und Signe Karlsson, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 148, 254, 1925; Svensk Kemisk Tidskrift 1924, H. 11, 299. 
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Lactacidogen als Hexosediphosphorsiure erkannt ist, aus einer lanvey 
Reihe von Untersuchungen des Embdenschen Laboratoriums mit Sicherheit 
hervor. Die Versuche von G. Embden, W.Griesbach und E. Schmitz! 
zeigen aber auch, daB im MuskelpreBsafte die Aufspaltung zugesetzte; 
Hexosephosphorsaure unter Bildung von Milchséiure und Phosphorsaure tat 
sachlich erfolgt; dabei iiberwiegt die Menge gebildeter Phosphorsaure die 
jenige der Milchséure ganz erheblich. Zugesetzte Hexosephosphorsiure 
vermochte als einzige der daraufhin untersuchten Substanzen (einschlies lic! 
Dextrose und Glykogen) die Milchsaéurebildung im MuskelpreBsafte 2, 
steigern. H. Hagemann*) in Embdens Laboratorium fand weiterhin, dai jy 
ahnlicher Weise auch UteruspreBsaft, der beim Stehen ohne Zusatz kaum 
Milchsaure bildet, aus hinzugefiigtem Hexosephosphat Milchséure- und 
Phosphorséuremengen entstehen liBt, die den im PreBsaft quergestreifte: 
Skelettmuskeln aus Hexosephosphorsaéure gebildeten sehr ahnlich sind. 


Durch neue Untersuchungen Embdens*) und seiner Mitarbeiter ist 
ferner dargetan worden, daB es sich beim Auf- und Abbau der Hexose 
diphosphorsaure im Organismus um einen reversiblen FermentprozeB handelt, 
der durch den Zusatz bestimmter anorganischer Salze aufs starkste be 
einfluBt werden kann. Wahrend z. B. unter der Einwirkung von F/wo, 
natrium im frischen PreBsafte aus Saéugetiermuskeln die Synthese von 
Lactacidogen bis zum Verschwinden von anorganischer Phosphorsaure 
gesteigert werden kann, beschleunigt Kochsalz die Lactacidogenspaltung 
Es besteht ein vollkommener Parallelismus zwischen der Fahigkeit einzelner 
Anionen, die Tatigkeit eines durch Einlegen in Rohrzuckerlésung gelihmten 
Muskels wieder herzustellen einerseits und der Fahigkeit, die Spaltung de- 
Lactacidogens zu beschleunigen. 


Die Behauptung M. Kretschmers, derzufolge das Candiolin (das Kalksalz 
einer Hexosediphosphorsiure) im Magendarmkanal von Kindern nicht 
gespfalten werde, widerspricht den experimentellen Befunden Eulers und 
erscheint unzureichend begriindet. 


C. Neuberg und H. Pollak haben durch kiinstliche Phosphorylierung 
Salze der Rohrzuckerphosphorsdure dargestellt (Hesperonal EF. Merck 
A. Nemec und F.. Duchon*) vermochten nun in verschiedenen Samen, sowi 
in Kartoffelbldttern Enzyme nachzuweisen, die imstande waren, derartige 
Verbindungen zu spalten. Die starkste Wirkung zeigten fett- bzw. 6! 
fiihrende Samen; jedoch auch Samen mit starkefiihrenden Reservestoffer 
sowie die eiweiBreichen Hiilsenfriichte lieBen eine kraftige Fermentwirkung 
nicht vermissen. Eine Saccharophosphatase in der Hefe war schon friihe: 
von C. Neuberg und K. Djenab®) nachgewiesen worden. 


Weiterhin hat M.Tomita*) in Neubergs Laboratorium gezeigt, dal 
auch tierische Organe und daraus bereitete Safte die Fahigkeit besitzen, 
aus den Salzen der Rohrzucker-monophosphorséure anorganisches Phosphat 


1) G. Embden, W.Griesbach und E. Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem 
98, .39, 1914. 

*) H. Hagemann, ebendaselbst 98, 58, 1914. 

3) G. Embden und Clare Haymann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 137, 
154, 1924; G. Embden, Naturwiss. 11, 985, 1925. 

*) A. Nemec und F.. Duchon (Prag), diese Zeitschr. 119, 73, 1921. 

5) C. Neuberg und K. Djenab, diese Zeitschr. 82, 391, 1917. 

*) M. Tomita, ebendaselbst 181, 161, 170, 1922. 
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abzuspalten. Nach der Starke des Spaltungsvermégens ordnen sich die 
Organe etwa folgendermaBen: Niere, Leber, Milz, Pankreas, Gehirn, Muskel; 
der Muskel stand also auffalligerweise an letzter Stelle. 

Es war Neuberg gelungen, durch Abbau des Hexosediphosphats (Candiolin 
von Fr. Bayer & Co.) mit verdiinnter Oxalsiure Hexosemonophosphorsdure 
darzustellen. Es zeigte sich, daB die Organe von Warm- und Kaltbliitern 
ein Ferment enthalten, welches auch diese Verbindung zu spalten vermag. 
Auch hier wiederum erwies sich die Niere als besonders kraftig, der Muskel 
aber am schwachsten. Diese Befunde sind von Y. Takahashi) in Neubergs 
Laboratorium bestitigt worden. 

E. Forrai*) verglich das Verhalten verschiedener Organpulver aus 
menschlichen Organen bei 48stiindiger Digestion bei 37° gegeniiber einer 
Lésung von fructosediphosphorsaurem Natrium (aus dem Ca-Salz durch 
Natriumoxalat erhalten). Mit Leber, Milz, Schilddriise und Hoden wurden 
sehr kraéftige, mit Muskeln schwachere Spaltungseffekte erzielt. Eine 
wirksame Phosphatase ist auch von Brugsch und Horsters*) sowohl in 
normaler als auch in pankreopriver Leber angetroffen worden. 

Von besonderem physiologischen Interesse erscheint die von 
R. Robison *) kiirzlich aufgedeckte mégliche Bedeutung der Hexosephosphor- 
siurespaltung fiir die Vorgdnge der Knochenverkalkung. Wenn man frisches 
Gewebe von jungen Knochen oder Epiphysenknorpeln einen Tag im Brut- 
schranke mit einer Lésung von Hexosemonophosphorsaéure unter Chloroform- 
zusatz stehen liBt, so wird freie Phosphorsaéure abgespalten. Nach vorherigem 
Kochen der Gewebe bleibt diese Spaltung aus. Auch andere Gewebe ent- 
halten das gleiche Ferment, jedoch in viel kleinerer Menge als Knochen 
und Knorpel. Rachitischer, nicht ossifizierender Knorpel ist viel weniger 
wirksam, als normaler. Derselbe deponiert Calcium aus dem Ca-Salze der 
Hexosemonophosphorsaure in der breiten osteogenen Zone, nicht im pro- 
liferierenden Knorpel selbst. Auch in den Zdhnen, besonders sehr junger 
Tiere konnte ein derartiges Ferment nachgewiesen werden. Das Enzym 
ist auch befahigt, Athylbutyrat und Triacetin, nicht aber Olivenél oder 
Lecithin zu spalten. Wasserige Lésungen desselben unter Chloroformzusatz 
halten sich bei 0° mehrere Monate lang unverandert. 

Nach Martland, Hausmann und Robison®) enthalt das Blut ein Enzym, 
welches sehr wirksam ist gegeniiber hexosediphosphorsaurem Calcium, 
sehr wenig wirksam dagegen gegeniiber hexosemonophosphorsaurem 
Calcium. F. Demuth*) fand ein hexosediphosphorsaures Na spaltendes 
Enzym in allen daraufhin untersuchten Organen und Gewebsfliissigkeiten. 


Uberblicken wir nunmehr die vorliegenden Beobachtungen, so 
sehen wir, daB Phosphatasen, d. h. Enzyme, die befahigt sind, Hexose- 


') Y. Takahashi, diese Zeitschr. 145, 178, 1923. 

*) BE. Forrai (Budapest-Szeged), ebendaselbst 145, 47, 54, 1923. 

5) Th. Brugsch und H. Horsters (Charité Berlin), diese Zeitschr. 155, 
459, 1925. 

*) R. Robison mit Katherine M. Soames (Lister Institute London), 
Biochem. Journ. 17, 286, 1923; 18, 740, 1924; Chem. Centralbl. 1928, III, 
873; 1924, IT, 1473. 

5) M. Martland, F.S. Hausmann und R. Robison, Biochem. Journ. 
IS, 1152, 1924. 

*) F. Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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diphosphorsaureester unter Abspaltung anorganischer Phosphorsaure 
zu zerlegen, in zahlreichen Organbreiversuchen mit wechselndem Erfolye 
gesucht worden sind. Uber den Umfang, in dem der lebende Orga. 
nismus die Spaltung des Esters auszufiihren vermag, und iiber dic 
Schicksale der dabei abgespaltenen Phosphorsiure sind wir aber so 
gut wie gar nicht orientiert. Die einzigen in dieser Richtung vorliegenden 
Versuche, diejenigen Hulers, vermégen keinen eindeutigen Aufschlus 
zu geben, da dabei die Hexosediphosphorséure per os zugefiihrt worden 
ist und der Vorgang der eigentlichen Spaltung in den Organen durch 
die gleichzeitig sich vollziehende Spaltung durch Darmbakterien iiber- 
lagert worden ist. 

Wir haben es daher zuniachst als unsere Aufgabe betrachtet, iiber 
das Schicksal parenteral zugefiihrter Hexosediphosphorsdéure im Sdugetier- 
organismus im Wege des Versuchs AufschluB 2u gewinnen. 


II. Analyse des hexosediphosphorsauren Natriums 
(Candiolin-Natrium Bayer & Co.). 
Konstanten: 


Formel') C,H,,0O,(PO,Na,),. Molekulargewicht 428; 
log des Molekulargewichts 63144. 





log der 


Gesucht Mol-Gew. Gegeben Faktor log des 
‘ 


tors 
| CyHy,0,(PO,Na,), 042056 | 62383 
2377 80 | 37617 


C,H,20, | 25527 | 
C,H, 0,(PO,Na,), | 63144 | ¢ Hy, O, 
PLO; 15253 | C,H,,O,(PO,Na,), 0,332 96 | 52109 


Fir samtliche Versuche wurde das Priaparat ,,Hexosediphosphor- 
saures Natrium‘ (Candiolin-Natrium) der Firma Bayer & Co., Lever- 
kusen*®), verwendet, das auf physiologischem Wege durch Vergarung 
von Kohlehydraten bei Gegenwart von Phosphaten dargestellt wird 
Es erscheint durch die nachfolgend angefiihrten Analysen bewiesen 
zu sein, da das Praéparat ungefahr die von der Formel C,H,)0,(PO,Na,), 
postulierte Zusammensetzung besitzt. Insbesondere wurde durch eine 
auf elementaranalytischem Wege ausgefiihrte Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffbestimmung sichergestellt, daB das Praparat eine der Forme! ent- 
sprechende Menge des Kohlehydratkomplexes enthalt, was im reclit 
auffallenden Gegensatz zum geringen Reduktionsvermégen und zur 


1) H. v. Euler, Therapie der Gegenwart, Juni 1916. 
*) Wir danken hier fiir das freundliche Entgegenkommen der Firma 
aufs herzlichste. 
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ynvollstindigen Oxydierbarkeit der Substanz mit Hehnerscher Bichromat- 
ésung steht. 

Der Feuchtigkeitsgehalt der Substanz wurde aus dem Gewichts- 
verlust beim Trocknen bei einem durchschnittlichen Vakuum von 
15 mm Hg-Druck und einer Temperatur von 40 bis 45° C iiber Phosphor- 
pentoxyd wahrend mehrerer Monate zu 3,621 Proz. ermittelt. Absolute 
Gewichtskonstanz konnte, da die Substanz aiuBerst hygroskopisch ist, 
in keinem Falle erzielt werden. 


Reduktionsvermégen nach Bertrand. 


Von der noch nicht getrockneten Substanz wurden 1,0121 ¢ in 
100 cem destillierten Wassers gelést. Mit Beriicksichtigung des Wasser- 
gehalts war die Lésung also 0,9754proz. Also enthielten 100 ccm der 
Lésung « 0,9754g Substanz, entsprechend 0,9754 ~ 0.4205 — 0.4102 
Zucker berechnet als Dextrose. 

In a) 20 cem der Lésung x wurden nach Bertrand 

gefunden als Dextrose berechnet . . . . . 0,028 vg Zucker 
b) 20 cem der Lésung x wurden nach Bertrand 
gefunden als Dextrose berechnet . . . . . 0,029 g 


Im Mittel in 100cem Lésung. .... . . 0,14% ¢ 
statt der theoretisch berechneten Menge von 0,4102 ¢ 


Reduktionsvermégen nach der H ydrolyse. 


Um das Reduktionsvermégen der Substanz nach der Hydrolyse 
mit verdiinnter Salzsiure zu bestimmen, wurden 20 ccm der Lésung x 
mit so viel konzentrierter Salzsiure versetzt, dab eine 3proz. Lésung 
an Salzsiure resultierte. Dann wurde am siedenden Wasserbade 
6 Stunden lang im lose bedeckten Kolben hydrolysiert. Nach dem 
Abkiihlen wurden 20 ccm Kupfersulfatlésung nach Bertrand zugesetzt, 
mit konzentrierter Natronlauge neutralisiert und mit 20 ccm Bertrand. 
scher Seignettesalzlésung versetzt und durch 3 Minuten langes Kochen 
reduziert. 

In a) 20cem der Lésung x wurden nach der 


Hydrolyse auf diese Art gefunden und als 
Dextrose berechnet. ....... . . . 0,0315¢@ Zucker 


b) 20cem der Lésung x wurden nach der 
Hydrolyse auf diese Art gefunden und als 
Dextrose berechnet. . ........ . 0,0375¢ 

Im Mittel fiir 100cem Lésung wurden also 
SER 3%. hind es & eS a, 60%! 3 te. 2) Ae 

statt der theoretisch berechneten. . . . . . 04102 ¢ 


Die Zunahme des Reduktionsvermégens ist durch die Hydrolyse 
also ganz minimal. DaB die Reaktion bei der Hydrolyse ein End- 
Q* 
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stadium erreicht hat, wurde durch protrahierte Hydrolyse sichergeste|t, 
wobei das Reduktionsvermégen keine merkliche Veranderung erful; 


Phosphorsdurebestimmung. 


Der Phosphorsauregehalt der Substanz wurde nach Neumann auf 
titrimetrischem Wege!) nach erfolgter Siureveraschung ermittelt?). 


Da die Lésung der Substanz mit Magnesiamixtur eine kaum 
wahrnehmbare Phosphatreaktion gab, wurde auf die getrennte Be- 
stimmung der organisch- und anorganisch gebundenen Phosphorsaure 
verzichtet. 


In aliquoten Teilen der Lésung 2 in 
a) 10ccm wurden gefunden ...... . . 0,0315g P,O, 
b) 10 ,, . 0,0329 g P,O, 


Im Mittel in 100 cem Lésung also wurden 
gefunden PPO Seam 4 eS Gite Pa, 
statt der theoretisch berechneten. . . . . . 0,3248¢ P,O, 

also in recht guter Ubereinstimmung. 


Elementaranalyse (Bestimmung von C und H). 
Aus der Bruttoformel C,H,0O,(PO,Na,), = 428 
berechnet sich der theoretische Kohlenstoff- 
gehalt der Substanz zu... .... . . . . 16,82 Proz. 
der Wasserstoffgehalt zu. ........... 2,84 ,, 

Zur Elementaranalyse wurde diejenige Substanzmenge verwendet, 
welche zur Bestimmung des Wassergehalts monatelang im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei 40 bis 45° C getrocknet worden war. Beim 
Versuch, die Substanz bei héherer Temperatur, etwa bei 80 bis 100° C, 
zu trocknen, trat auch im Vakuum Karamelisierung ein unter starker 
Braunung und Sinterung der Substanz. Um die vollstandige Ver- 
brennung und die Austreibung der gesamten gebildeten Kohlensiur 
aus der natriumhaltigen Substanz zu erreichen, wurde dieselbe nach 
dem Einwagen in Porzellanschiffechen mit Hilfe eines Platindrahtes 
mit ausgegliihtem Bleichromat + Kaliumdichromat vermischt und 
zum SchluB noch mit der Chromatmischung iiberschichtet. 


Die ungemein hygroskopische Substanz wurde so rasch als méglic/ 
in das Schiffchen eingewogen, mit Chromatmischung vermengt und in 
die adjustierte Verbrennungsréhre geschoben. Trotz gréBter Sorgfalt 
war es anscheinend nicht vollkommen auszuschlieBen, daB die Substanz 
etwas Feuchtigkeit aus der Atmosphire aufnehme, was sich durch «ie 
zu hoch ausgefallenen Wasserstoffbestimmungen geltend machte. 


*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 129, 1902/03; 48, 35, 1904/05. 
2) Brugsch-Schittenhelm, Klin. Laboratoriumstechnik, IT. Aufl., 2, 797, 
1924. 
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In zwei Parallelbestimmungen wurden gefunden: 
a) Kohlenstoff 17,50 Proz. Wasserstoff 3,08 Proz. 
b) > 16,93 9 ’* 3,19 ? 
Vom Wasserstoffwert aus besagtem Grunde abgesehen, also in 
viemlicher Annaherung an die theoretischen Werte der Forme!. 


Versuche zur quantitativen Bestimmung des Kohlehydratkomplexes der 
Hexosediphosphorsdure durch Oxydation mit Hehnerscher Bichromatlésung 
(J. Marian unter Mitwirkung von D. Laszlé). 


Bei diesen Versuchen gingen wir von der Annahme aus, daB es 
méglich ware, Kohlehydrate bei Abwesenheit anderer oxydierbarer 
Substanzen nach Analogie der Hehnerschen Glycerinbestimmung durch 
eine Lésung von Kgliumbichromat von genau bekanntem Gehalt voll- 
stindig zu Kohlensiure und zu Wasser zu verbrennen und aus der 
Menge des auf diese Weise reduzierten Bichromats auf die vorhandene 
Kohlehydratmenge zu schlieBen. Die Oxydation des Glycerins erfolgt 
nach der Gleichung'): 

3C,H,O, + 7 K,Cr,0, + 28 H,SO, = 7 K,8O, + 7 Cr,(8O,), 
+ 9CO, + 40 H,0O, 


und die der Hexosen nach der folgenden: 


(,H,.0, + 4K,Cr,0, + 16H, SO, = 22H,O + 6CO, + 4K,80, 
+ 4Cr,(SO,)s, 


wie Herr D. Laszlo auf unsere Veranlassung durch nachfolgende Ver- 
suche mit Glucose und Fructose festgestellt hat. 

Die quantitative Bestimmbarkeit von Dioxyaceton wurde von uns 
mit Hilfe eines Priparats der Farbwerke vorm. Meister, Lucius und 
Briining, Héchst a. M. (Oxanthin Héchst) sichergestellt. Die Oxydations- 
gleichung ist die obige, wenn man fiir 1 Mol Hexose 2 Mol Dioxyaceton 
setzt. Es ist demnach kaum daran zu zweifeln, daB die meisten Zucker- 
arten auf diese Weise quantitativ oxydierbar sind. 

Um so auffallender ist die Resistenz, welche die Kohlehydrat- 
komponente der Hexosediphosphorsiure gegen die Oxydation mit 
Kaliumdichromat zeigt. Wie die folgenden Zahlen zeigen, ist der 
Verbrauch an Kaliumbichromat ein viel geringerer als der theoretisch 
vorausberechneten Menge entsprechen wiirde. Worauf diese beispiellose 
Widerstandsfaihigkeit beruht, konnten wir bis jetzt nicht ermitteln. 
Es liegt nahe, an zyklische Strukturen zu denken. Es ist nicht anzu- 


1) Hehner, Journ. Soc. Chem. Ind. 1889, 8. 4; J. Marian, diese Zeitschr. 
150, 290, 1924. 
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nehmen, daB die Reaktion auf einer Zwischenstufe etwa bei der Zucker. 
sure stecken geblieben wire, da diese durch das Oxydationsmitte| 
auch wohl zerstért wird. Quantitative Versuche iiber diese Fray: 
sind im Institut ebenfalls im Gange. 

Nach obiger Gleichung entsprechen 180g Hexose = 1176, 
Kaliumbichromat oder, nachdem | Mol hexosediphosphorsaures Natriun 
theoretisch bei der Hydrolyse nach 


aufgespalten wird, entsprechen auch 428g hexosediphosphorsaure: 
Natriums 1176 g Kaliumbichromat, d. h. man mu8 65,33 g Kalium. 


bichromat im Liter lésen, um eine MaBfliissigkeit zu erhalten, von der 
leem = 0,01 g Hexose entsprechen. 


Tabelle I. 

| 

Fehler 
Proz. 





Glucose Fructose 


Men 
nac 
Bertrand 





Konzen- 
tration 


Proz. 


Men 
nac 
Hehner 


Konzen- 
tration 


Proz. 


Menge 
mach 
Hehner 


Fehler 


Proz 


Menge 
nach 
Bertrand 


4,64 
4.64 
7,72 
7,72 
19,30 
19,30 


0,0928 
0,2320 
0,0772 
0,0772 
0,1930 
0,1930 


0,0938 
0,2385 
0,0718 
0,0738 
0,1838 
0,1865 


0,0386 
0,0386 
0,1930 
0,1930 
0,1930 


Hexosediphosphorsaures Natrium. 





Getundene 
Glucose von der 
berechneten Menge 
Proz. 


Lésung 
ccm 


0,1539 10 
0.1539 10 
0,3077 20 
0,307 26 
0.3847 26 


Mittel: 


22.6 
24.7 
24.0 
26.0 
24.6 


244 


Die Versuche ergeben sonach, daB der Kaliumbichromatverbrauc!: 
nicht etwa, wie bei obiger Gleichung fiir die Oxydation von Dextrose 
und Lavulose theoretisch und praktisch entspricht, fiir 1 Mol C,H,,0, 
=4Mol K,Cr,0, betragt, vielmehr nur ein Viertel dieses Werte- 
das ist fir 1 Mol C,H,,O, = 1 Mol K,Cr,0,. 





ker- 
itte] 


rage 


76 g 


1m 
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AuBerdem wurde gezeigt, daB bei wechselndem Uberschu8 an 
Oxydationsmittel trotzdem immer ungefahr derselbe Endzustand 
erreicht wird. 


Analyse des Dioxyacetons (Oxanthin Héchst). 


Reduktion') nach Bertrand berechnet als Glucose: 
E, = 0,3520 g, in 100 cem sind 0,3520 g 
nach Bertrand gefunden 0,2500 g = 71,03 Proz. 
E, = 0,9760 g, in 100 cem sind 0,3904 g 
nach Bertrand gefunden 0,2536 g 67,01 
BE, = 1,1530 g, in 100 cem sind 0,4612 g 
nach Bertrand gefunden 0,8000 g = 69,38 
E, = 2,2215 g, in 100 cem sind 0,9091 g 
nach Bertrand gefunden 1,5500 g = 69,79 
E,; = 5,0020 g, in 100 cem sind 2,0004 g 
nach Bertrand gefunden 3,6235 g = 72,47 ,, 


Mittelwert in Prozenten der Theorie 69,94 Proz. 
danach ist F — 1,432 der Faktor, mit dem die nach Bertrand als Glucose 


gefundene Dioxyacetonmenge zu multiplizieren ist, um die tatséchlich vor- 
handene Menge zu finden. 


Reduktion durch Titration nach Fehling. 


E = 1,1530g gelést in 250cem Wasser. 
1. 20 cem Fehlingscher Lésung verbrauchen von diesem 24,0 cem 
2. 20 ecm *” o o» »» oo MeO ow 
In der Kalte nach 15 Minuten Stehen verbrauchen 
SS ee ee Se eee 
Von der Fehlingschen Lésung entsprechen 20 ccm = 0,1 g Glucose, 
somit entsprechen 24,0 cem der Lésung 2 1,04 g Zucker auf 260 ccm um- 
gerechnet, das sind 88,38 Proz. der Einwage. 
E = 2,2215¢ gelést in 250cem H,O. 


. 20cem Fehling verbrauchen von dieser Lésung 11,5 

D -* os o» * 99 » - 13,0, 
. -* a a - pe a 
*. os , > : is’: TRB: os 


Im Mittel 12,35 ccm 


In 250 cem Lésung sind demnach enthalten 2,0243 g Zucker, das sind 
91,39 Proz. der Einwage. 

E = 5,0020 g gelést in 200 cem Wasser. 

In vier Parallelbestimmungen wurden im Mittel auf 250 cem umgerechnet 
4,5950 g Zucker, das sind 91,90 Proz. der Einwage gefunden. 


1) Den bisher vorliegenden Literaturangaben entsprechend, wire das 
Reduktionsvermégen der Triosen (Glycerinaldehyd und Dioxyaceton) dem- 
jenigen der Glucose ahnlich. C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 316, 1908; 
Wohl, Berl. Ber. 31, 1800, 1878; O. Piloty, ebendaselbst 30, 3165, 1897. 
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Quantitative Bestimmung des Dioxyacetons durch Oxydation 
durch Kaliumbichromat. 

C,H,O, + 2K,Cr,0, + 8H,SO, = 11H,0 + 3CO, + 2K,S0, 
+ 2Cr,(SO,),; fiir 90 C,H,O, = 588,4 K,Cr,O, oder 0,01 g Dioxyaceton 
= 0,06538 g Kaliumbichromat. 

E = 0,9455 g, gelést in 50 ccm Wasser, davon je 10 ccm enthaltend 
0,1891 g, nach Hehner gefunden 0,1870 g, also in 50cem = 0,9350 g, ent- 
sprechend = 98,88 Proz. Unseren Erfahrungen gemaB ergibt also die 
Oxydation mit Kaliumbichromat fiir das Dioxyaceton den theoretischen 
Zuckerwert. 


Titrationsaciditat des Candiolinnatriums gegen Phenolphthalein. 


In a) verbrauchten 25 cem der Lésung z, enthaltend 0,2438 g Substanz, 
1,55 cem n/10 Lauge. 

b) verbrauchten 25 ccm der Lésung 2, enthaltend 0,2438 g Substanz, 
1,60 cem n/10 Lauge. 


Die Substanz zeigte also minimale Aciditat. 


Garung. 


Die Vergirbarkeit des Praparats wurde mit kauflicher PreBhefe 
(Spiritus- und PreBhefefabrik Stadlau) untersucht. Die Buchnerschen 
Garréhrchen wurden wie folgt gefiillt: 


a) 10 ccm * Lésung x -+ leem Hefesuspension ohne Zusatz von 
Toluol oder Chloroform, 48 Stunden bei 36°C belassen, zeigen minimale 
Vergirung = 0,5cem CQ,. 

b) 10ccm Leitungswasser -++ 1 ccm derselben Hefesuspension ebenso 
behandelt, Garung = 0. 

ce) 10cem Iproz. Dextroselésung vergiren normal unter starker 
Kohlensaureentwicklung. 


Anhang. Analyse des sauren Candiolinnatriums, 


Urspriinglich hatten wir saures Candiolinnatrium von der Firma 
Bayer & Co. zur Verfiigung, das ungefahr der Formel C,H,.0,(PO,NaH), 
= 384 entsprach. 

Fiir physiologische Versuche neutralisierten wir die Lésung des Pra- 
parats mit Natronlauge. Fiir die Stoffwechselversuche aber haben wir wegen 
bequemerer Handhabung die scheinbar physiologischere Substanz, das 
neutrale Candiolinnatrium, verwendet. 

Untenstehend geben wir einige Daten der Analyse des sauren Candiolin- 
natriums; es wurde genau so verfahren wie bei der Analyse des anderen 
Praparats. 

Wassergehalt. 


Aus dem Gewichtsverlust beim Trocknen 4,45 Proz. 
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Reduktion nach Bertrand. 
In 100 cem Wasser wurden 1,015 g der getrockneten Substanz gelést: 


a) 20 ccm dieser Lésung oe nach Bertrand 
als Dextrose... . . . « +» 0,039 g¢ Zucker 
b) 20 cem dieser Lésung ee aah Bertrand 
als Dextrose. .... Oe ei ae 
das sind fiir 100 ccm der Siete cs ses See 
statt der theoretisch erwarteten Menge von 0,476 ¢ 


Reduktion nach Hydrolyse. 


In a) 20ccm Lésung y nach 1} oie 
gefunden als Dextrose op”. . . . « « 0,051 g Zucker 
b) 20cem Lésung y nach1% Stunden Hydrolyse 
gefunden als Dextrose . . vd 2s OS 
das sind fiir 100 cem Léeung Pe. e « « CRE ” 

Bei vierstiindiger Hydrolyse wurden gefunden 100ccm Lésung y 
0,220 g, wobei sich Gelb- bis Braunfirbung und Huminsubstanzbildung 
zeigte. Es hat sich also, als Glucose berechnet, statt der von der Formel 
theoretisch berechneten Zuckermenge von 0,476 g nur etwa die Halfte 
vorgefunden. 


Phosphorsdurebestimmung 


wurde wie friiher angefiihrt: 


a) 20cem Lésung y enthaltend. .... . . 0,0697g P,O, 
b) 20 ,, ~ y a 0 +o 62 me Oe Eee 


Mittel . . . 0,070g P,O, 


in 100cem der Lésung y also gefunden . . 0,350¢ P,O, 
statt der theoretisch erwarteten Menge von . 0,384¢ P,O, 


Natriumbestemmung. 


Zur Bestimmung wurden 2,526 g Substanz nach Neumann mit Saure 
gemischt, verascht und in einer Berliner Porzellanschale abgeraucht. Der 
Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und die Phosphorséure mit 
Chlorbarium entfernt, mit Barytwasser stark alkalisch gemacht, filtriert 
und mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wurde mit Ammoniak 
und Ammoncarbonat von Bariumionen befreit, am Wasserbad eingedampft, 
die Ammonsalze in der Platinschale abgeraucht und schwach gegliiht und 
als Natriumchlorid gewogen und berechnet. 

Die Einwage 2,526 g wasserfreie Substanz enthalten theoretisch 0,3062 ¢ 
Natrium, gefunden wurden 0,2741 ¢ Natrium. 


Garung. 


Wie friiher. Es konnte in keinem Falle weder die urspriinglich 
saure noch die sorgfaltig neutralisierte Lésung der Substanz vergoren 
werden. 
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Titrationsaciditat gegen Phenolphthalein. 


10 eem der Lésung y enthalten 0,1015 g saures hexosediphosphorsaiires 
Natrium; dieser Menge wiirde theoretisch nach der Gleichung 


C,H»0,(PO,NaH), + 2NaOH = C,H,O,(PO,Na,), + 2H,O 


eine Menge von 0,0312g NaOH entsprechen. Gefunden wurden in a 
0,0202 g NaOH, in b) 0,0200g NaOH"). 


Ill. Physiologischer Teil. 


A. Stofjwechselversuch an einem eiweiB- und phosphorarm erndhrten Hund: 
Spaltung parenteral beigebrachter Kohlehydratphosphorsdure im Organismus 


1. Ernahrung. 


Der im Beginn des Versuchs 18,6 kg schwere Hund (rauhhaariger Terrier) 
wird im Stoffwechselkafig ausschlieBlich mit Zucker und Fett ernahrt 
Bei Abschaétzung des Nahrungsbediirfnisses mit etwa 50 cal pro Kilogramm 
waren etwa 930 cal pro Tag erforderlich. Die normale Ernahrung betruy 
pro Tag: 

80g Rohrzucker, a 3,9cal ..... . . 312 cal 
. i 9» aA eae | le 


Summe . . 882 cal 
Der ‘Kalorienbedarf des Hundes war also nahezu gedeckt. 


Im Verlauf des Versuchs hatte das Gewicht des Hundes von 18,6 ky 
auf 17,0kg abgenommen. In der ersten Woche des Versuchs erfolgte ein 
Gewichtssturz von 18,6 auf 17,1 kg. In den zwei letzten Wochen des Ver-. 
suchs hatte der Hund tatsaéchlich nicht mehr an Gewicht abgenommen 


Die in einem halben Liter Wasser geléste Zuckermenge von 80 g wurde 
aus einer Futterschale mit iiberhangenden Randern, die ein Verspritzen 
unmdglich machten, willig und meist gierig aufgenommen. Die Speckration 
von 80g wurde vollstandig gefressen. Am 5. Versuchstage wurde dem 
Hunde aus Versehen die doppelte Futterration gereicht, worauf derselbe 
mit voriibergehender alimentarer Glykosurie reagierte. Am 20. und 21. Ver- 
suchstage wurde die Aufnahme des Zuckerwassers verweigert, worauf der 
Versuch abgebrochen wurde. 


1) Anmerkung. Tatséchlich schlaigt Phosphorséure bei Titration gegen 
Phenolphthalein aber nicht erst um, wenn Na,PO, gebildet ist, sondern 
es verhalt sich (vgl. Treadwell, 10. Aufl., 8. 506) NaH, PO, bereits sauer. 
Na,HPO, aber nur mehr ganz schwach alkalisch gegen Phenolphthalein 


Falls sich also die an die Hexose gebundene Phosphorsiure ebenso 


verhalt, wiirde bereits Neutralitat erreicht werden, wenn etwa auf | Mv? 


C,H yO,(PO,Na,), nicht 2Mol NaOH, sondern | Mol NaOH zugesetzt 
werden. Demnach wiirde die theoretisch geforderte Menge NaOH nicht 
0,0312 bedeuten, sondern 0,0156. 

®) Nach Atwater und Bryant (zitiert nach Graham-Lusk, Ernahrung und 
Stoffwechsel, deutsch von Hess 1910, 8. 338) Brennwert pro amerikanisches 
Pfund 454 g = 2950 cal, also fiir 100g = 649 cal. 





zw is 


tagl 


dem 


wor 


ver: 
Jod 
auB 
toni 


in 
und 


1,1 


enti 


unde 


hus 


rier) 


Ahirt 
errr 


‘trug 


Ver 
lern 
er. 
em 

Tso 
Mo? 
ptzt 
cht 


und 


hes 


Beziehungen zwischen Kohlehydrat und Phosphorsaurestoffwechsel. 139 


2. Verhalten des Versuchstieres. 


Der Hund verhielt sich, nachdem er sich an den Kafig gewéhnt hatte, 
im ganzen ruhig, ohne Zeichen besonderer Schwiiche oder Depressionen. 


Erst am letzten und vorletzten Tage der 2] tagigen Versuchsperiode 
machte er einen etwas benommenen Eindruck. 

Die Rektaltemperatur zeigte keine auffallige Abnahme und schwankte 
zwischen 37,6 und 38,2° C. 

Trotz ausschlieBlicher Zucker- und Speckernaéhrung fand sich in dem 
taglich daraufhin untersuchten Harn kein Aceton. 


~ 


Zucker war nur am 5. Versuchstage voriibergehend vorhanden. nach- 
dem durch Versehen die doppelte Zuckermenge von 160g gereicht 
worden war. 


3. Harn und Stuhl. 


Die Harnmenge schwankte zwischen 200 und 400 ccm am Tage, im 
Mittel 310 ccm, gegeniiber einer Fliissigkeitsaufnahme von 500 ccm. 

Eine Stuhlentleerung am 2. Tage betrug getrocknet 25g, die niichste 
Stuhlentleerung erfolgte erst am 8. Tage mit 10 g Trockengewicht. Weitere 
Mengen des sehr sparlichen Stuhles konnten nicht gesammelt werden, da 
sie vom Hunde sofort gefressen wurden. 

Der Kot vom 8. Tage enthielt in seiner Gesamtmenge 0,144 g¢ P,O,; 
und 0,512 g Stickstoff. 


4. Parenterale Darreichung von neutralen hexosediphosphor- 
saurem Natrium. 


Das hexosediphosphorsaure Natrium (neutrales Candiolin-Natrium 
Bayer & Co.) wurde in 5proz., durch kurzes Aufkochen sterilisierter 
Lésung dem Hunde subkutan mit Hilfe einer groBen Injektionsspritze 
verabreicht. Die Injektionsstellen wurden chemisch enthaart und mit 
Jodtinktur desinfiziert. Die Injektionen wurden ohne jede Schmerzens- 
iuBerung vertragen, trotzdem es sich scheinbar um eine stark hyper- 
tonische Lésung gehandelt hat"). 


Es wurden zwei Injektionen ausgefiihrt: 


a) Am 14. Versuchstag 67 com hexosediphosphorsaures Natrium 
in 5proz. Lésung, theoretisch enthaltend 3,35 g Candiolinnatrium, 
und da 1g Candiolinnatrium 0,332g P,O; enthdlt, entsprechend 
1.1129 P,0;. 

b) Am 18. Versuchstag 100 cem Sproz. Candiolinnatriumlésung, 
enthaltend 1.6609 P,O,,. 


1) Nach Euler und Fodor, diese Zeitschr. 34, 8.4, ware das Kalisalz 
des Hexosephosphorsiureesters zu etwa 80 Proz. dissoziiert ; die Molekular- 
gewichtsbestimmung ergab aber nur etwa 240, das ist etwa die Halfte des 
theoretischen Wertes fiir C,H,,0O,(PO,Na,), = 428. 
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Tab lle 


A. Stoffwechselversuch an einem eiweiB- und phosphorar: 
Hexosediphosphorsaur 





P,O5 Ausscheidungs. 
Mittel Mittel Injek 
von 1 Tage von 2 Tagen 


0,568 


0,933 


0,416 


0,308 
1,551 
0,883 
0,267 
0,747 
0.313 


0.327 
0,499 


0,671 
0,320 


0.320 0,320 


0,938 


0,259 


O515 


0,434 
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iil. 
ernahrten Hunde, Phosphatausscheidung, Spaltung der 
im Organismus. 





- ; __Ausscheidungs-Mittel —_ 
Gonaqgets - — Futtermenge “ontens Anmerkungen 
pro ia von 1 Tage von-2 Tagen kg 


| Am lI. u. 2. Tage je 
80¢ Zucker, 50g Speck, 
3,322 3,32 | 500 ¢ H,O 


2,274 Am 3. u. 4. Tage je 
80g Zucker, 80g Speck, 


9 
2268 500g H,O 


2,343 


3,393 3.39% . 150g Zucker, 160g Speck, Alimentare 
3,393 re orig 1000 g Hy Oo Glykosurie 
3,382 


2.318 
2318 
4,070 
4.070 


1,404 Vom 6. bis 13. Tage je 
1,404 ’ 80¢ Zucker, 80g Speck, 
1,941 500 ¢ H,O 

1,941 ai 
3,602 





3,602 
2.110 





2,110 


Pan es 80 ¢ Zucker, 80g Speck, Keine alimen- 
3.260 3.2 x 430 ¢ H a - tare Glykosurie 


2,520 


Vom 15. bis 17. Tage je ° 
80g Zucker, 80g Speck, 
. 500 ¢ H,O 
2.921 Keine 
2,904 —_— Acetonurie 
2 058 80g oe Pg tek, is rn , 
y -, iO 1 imen- 

2,058 & 3 tire "“Glykooerie 


2,780 
2,820 
2,350 Am 20. u. 21. Tage je 


an 2,36: ‘ | Keine 
2,377 2l6¢ 7 mo Speck, PS» LO 
2,926 


2,926 
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5. Stickstoffausscheidung im Harn. 


Die Stickstoffausscheidung im Harn nach Kjeldahl in je 5 com 
Harn, meist mit Doppelbestimmungen ermittelt, betrug 


am und 3. Versuchstage die Stickstoffausscheidung pro Tag 2,79 ¢ 
5 ° - 2,87 ¢ 


2,85 g 


”. . ‘ ” , 


‘ 


> & bo 


a 


« - 
99 9. 99 99 ’ 99 9 2,79 ¢ 
ll Q°- 
” . ” ” m,ii ge 


13. 


—— 
~ 
= 


to 


9 os a 2,1lg 
Mittel der ganzen Periode 2,66 ¢ 


Injektion von 3,35 g Candiolinnatrium. 
. und 15. Versuchstag Stickstoffausscheidung pro Tag . 
17. = 7 
Mittel . 
Injektion von 5,00 g Candiolinnatrium. 
. und 19. Versuchstag Stickstoffausscheidung pro Tag. . . . . 2,43¢ 
21. * oo ww « o Re 
Mittel . . . 2,54¢ 
Mittel der ganzen Versuchsperiode . . . 2,64¢ 
Die Nahrung war nicht ganz stickstofffrei, insofern der Speck 
0}42 Proz. Stickstoff enthielt. Die taglich dargereichten 80g Speck 
enthielten sonach 0,336 g¢ Stickstoff. 
Die tagliche Mehrausscheidung an Stickstoff betrug sonach 
2,64 g N pro T 
Gate nh « 
2,30¢ N pro Tag 


Die Stickstoffausscheidung ist also sehr regelmaBig und auch durch 
die beiden Candiolininjektionen weder im Sinne einer Stickstoffretention 
noch im Sinne einer auf erhdhten Eiweifzerfall hindeutenden Mehr- 
ausscheidung von Stickstoff merklich beeinfluBt worden. 


6. Phosphorsaureausscheidung. 

Die Phosphorsiureausscheidung wurde, um médglichst grobe Ge- 
nauigkeit zu erzielen, nicht durch einfache maBanalytische Bestimmung 
ermittelt, vielmehr wurde stets die Newmannsche Saureveraschung 
angewendet, wobei meistens Doppelbestimmungen ausgefiihrt worden 
sind. 

Einigemal wurde auch die organische Phosphorsime nach dem 
kolorimetrischen Verfahren von Bell-Doisy') bestimmt. 

Fiir unsere Fragestellung war die Feststellung der Ermittlung 
der Relation N/P,O, von grépter Bedeutung. 


') Bell-Doisy, Journ. of physiol. Chem. 44, 55, 1920. 
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Dieselbe kann fiir Muskeln sowie fiir die Zusammensetzung eiweiB- 
haltiger tierischer Gewebe mit 6,6 bewertet werden, derart, dab, wie 
aus den Berechnungen von F.G. Benedict!) einerseits und den von 
Th. Brugsch*) andererseits auf Grund der vorliegenden Organanalysen 
hervorgeht, die im Hungerzustande bzw. bei stickstofffreier Ernahrung 
im Harn auftretende Stickstoff- und Phosphormenge einen RiickschluB 
auf die Desintegration der Gewebe gestattet. Die effektive Mehr- 
ausscheidung von Phosphorsiure, die man bei Hungerversuchen zu 
beobachten pflegt, wird derart gedeutet, daB eine Ausschwemmung 
von Phosphorsiure aus den Knochen stattfindet. Unter Zugrunde- 
legung dieser Relation N/P,O;, = 6,6 wiirde die durch Protoplasma- 
zerfall im Organismus bedingte Menge ausgeschiedener P,O,, da die 
durchschnittliche Stickstoffausscheidung wahrend der ganzen Versuchs- 
periode nach Abzug des Nahrungsstickstoffs in unseren Versuchen mit 


2,30 
23g zu bewerten ist, zu — 0,348 pro Tag bemessen. 

Schon 2 bis 3 Tage vor dem als 1. Versuchstag bezeichneten Tage 
war der Hund phosphor- und eiweiBarm mit Zucker und Speck 
gefiittert worden. Die Reste der vorausgegangenen phosphorreichen 
Emahrung sind offenbar nur langsam ausgeschwemmt worden und 
zeigte dementsprechend die beobachtete Phosphorsiureausscheidung im 
Harn eine fallende Tendenz. 

Die P,O,;-Ausscheidung betrug 

am 2. und 3. Versuchstage ... . . pro ny 0,675 g P,O,; 
ee ii iy Bare ag 0,575 ¢ P.O, 
. Ria s ae ee a 0,530g P,O, 

eee: SE ‘ eer ae UC 

— ae are 0,320 ¢ P,O, 
sodann nach Abklingen der durch die. be rn Satinbiinieniabittene 
bedingten Mehrausscheidung 

am 20. und 21. Versuchstage . . =. . pro Tag 0,288 ¢g P,O, 

Wir kénnen die Phosphorsiureausscheidung*) in zwei Fraktionen 
aufteilen : 

a) den dem Zerfall von Muskelgewebe und anderer protoplasma- 

reicher Organe entstammenden Anteil, den wir oben mit 0,348 g 
P,O,; pro Tag bewertet haben (,,Protoplasma-P,0,**), 
b) den Rest von P,O, (,,Extra-P,0,“). 


') F. G. Benedict, A study of prolonged starvation Washington, 
Published by the Carnegie Inst. 1915, 8S. 273 bis 277. 

*) Th. Brugsch, Der Hungerstoffwechsel, Oppenheimers Handb. 4, I, 
303, 1901. 

*) Der minimale Phosphatidgehalt des Speckes fallt in bezug auf seinen 
Phosphorgehalt wie mehrere Kontrollbestimmungen mit Hilfe des Saure- 
veraschungsverfahrens ergeben haben, véllig in die Versuchsfehlergrenzen. 
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Wenn wir nun die Beobachtungen iiber Phosphorséureausscheiduny 
in eine Vorperiode und zwei Injektionsperioden gruppieren, so ergibt 


sich uns folgendes Bild: 


Vorperiode. 
6. und 7. Versuchstag .... . . 0,575g P.O, 
8. 9. - 2 « « « « « O£890g P,O, 
—  « eee ~ os « eo « « O680g FO, 
7 «  e oie se © « OE Peas 
Mittel. . . 0,481 g P,O, 


= 0,348 g Protoplasma-P,O0, + 0,133 g Extra-P,O, im Tag. 


1. Injektionsperiode. 


14. Versuchstag ......... =. 0,938g P,O, 
15. a c+ 2 6 2 + 6 + ee oo 
16. * 6.8) tiene, co 8 om ne ee 
17. - coe ® . . « « 0,4384g P,O,; 


Mittel . . . 0,536 g P,O, 
= 0,348 g Protoplasma-P,0, +- 0,188 g Extra-P,O, pro Tag. 


2. Injektionsperiode. 


18. Verduchstag ......... - 1960g P,O, 
19. : a Se Sew sae ene 
20. ‘e TnL raw ae ee, UU 
21. “ Sa eer lg 

Mittel . . . 0,703 g P.O; 


= 0,348 g Protoplasma-P,O, + 0,355 g Extra-P,O, pro Tag. 


7. Phosphorretention. 

In der ersten viertdgigen Injektionsperiode waren 1,112 g P,O, als 
Candiolinnatrium injiziert worden. Dieses Extraquantum von P,0; 
auf 4 Tage verteilt, wiirde pro Tag ein Plus an ,,Extra-P,O,;" von 
1,112: 4 = 0,278g P,O, bedeuten. Statt dessen sind als ,,Extra-P,0,;" 
wahrend der ersten viertaégigen Injektionsperiode 0,188 g P,O, zum 
Vorschein gekommen. 

Wire keine Retention erfolgt, so hatten sich also zu den 0,133 ¢ 
,,Extra-P,O,“ der Vorperiode noch 0,278 g P,O, taglich, von injizierter 
Hexosediphosphorséure herstammend, dazu addieren miissen. Das 
Extra-P,0, hitte also 0,133 + 0,278 = 0,411g P,O,; pro Tag von 
Rechts wegen betragen sollen. Da es aber tatsachlich nur 0,158 ¢ 
pro Tag betragen hat, ergibt sich daraus eine Retention von 0,411 — 0,155 
= 0,223 g P,O, fiir jeden Tag der ersten viertagigen Injektions- 
periode. Fiir die erste ganze viertigige Injektionsperiode demnac 
eine Retention von 4 x 0,223 = 0,892g P,O;. 
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Es ergibt sich sonach nach dieser Rechnungsart eine Retention 
von 0,892g P,O,; von den in Form von hexosediphosphorsaurem 
Natrium injizierten 1,112 g¢ P,O;, was 80 Proz. der injizierten Menge 
hedeutet. 

In der zweiten viertdgigen Injektionsperiode waren 1,660g P,O; 
in Form von Candiolinnatrium injiziert worden. Dieses Extraquantum, 
auf 4 Tage verteilt, wiirde ein Plus an Extra-P, 0, von 1,660: 4 = 0,415 ¢g 
P,O, taglich bedeuten. 

Wire keine Retention erfolgt, so hatten sich demnach den 0,133 g 
Extra-P,O,; der Vorperiode taglich noch 0,415 g P,O;, von injiziertem 
Candiolinnatrium herriihrend, dazu addieren miissen. 

Das Extra-P,O; hatte also von Rechts wegen 0,133 + 0,415 
= 0,548 g P,O,; betragen sollen; da es aber tatsichlich nur 0,355 g 
P,O, taglich betragen hat, ergibt sich eine Retention von 0,548 — 0,355 
gleich 0,193 g P,O, taglich, also fiir die ganze zweite viertigige Injektions- 
periode eine Retention von 4 0,193 = 0,772g P,O;, d. h. 46 Proz. 
von der injizierten Menge von 1,660. 

Zur Kontrolle wurde die P,O,;-Retention auch auf eine andere Art 
noch berechnet: 

Die gesamte im Laufe von 20 Versuchstagen eliminierte Stickstoff- 
menge betrug 52,7469 N. . 

Die gesamte im Laufe von 20 Versuchstagen eliminierte P,O,- 
Menge hat 11,065g P,O, betragen. Einer durch Protoplasmazerfall 
bedingten Stickstoffausscheidung von 52,746 g wiirde nach der Benedict- 
schen Relation cine P,O,;-Ausscheidung von — = 7,992¢ P,O, 
entsprechen. Es verbleibt also ein Extra-P,O, von 

11,065 g P,O, 
7,992 g¢ P,O, 


3,073 ¢ P,O; 


Da durch zwei Candiolinnatriuminjektionen 


1, 
1,66 
2, 


insgesamt 

eingefiihrt worden sind, wiirde sich aus einem Extra-P,O, der Vor- 
periode von 0,133 g taglich fiir 20 Versuchstage 

2,666 g P,O, 

2,772 g P.O; 

5,438 g P,O, 
als zu erwartendes Extra-P,O, ergeben. 
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Tatsichlich wurde aber nur ein Extra-P,O,; von 3,073¢ P,O 
beobachtet. Es wiirde sich daraus also eine Retention von 


5 


5,438 g P,O, 
3,073 g P,O, 
2,365 g P,O, 


ergeben. Die friihere Berechnungsart hat eine Retention von 


0,892 g P,O, = 1. Injektion 
0,772 g P,O; = 2. ” 


insgesamt 1,664 g P,O, ergeben. 


Die P,O;-Retention kann also in diesem Versuch mit rund 2g P,0, 
nach Einfiihrung von 2,7g P,O, bewertet werden, was etwa vier Fiinjtel 
der als Candiolinnatrium eingefiihrten P,O,-Menge entspricht. 


B. Stoffwechselparallelversuch zu A. 


1. Ernahrung. 


Junge Hiindin zu Beginn des Versuchs 3,9 kg schwer. Es wurde ver- 
sucht, auch in diecem Falle die Errdihrung mit Zucker und Speck durch- 
zufiihren; doch bereits am 5. Tage verweigerte der Hund die Nahrungs- 
aufnahme und es trat Erbrechen und Durchfall ein. Es wurde daher vom 
9. Tage an vollstaéndige Karrenz durchgefiihrt, wobei das Tier Wasser 
ad libitum erhielt. In der Zeit vcm 7. bis 10. Tage war die Nahrungs- 
aufnahme eine minimale gewesen, insofern das Tier nur 10g Speck und 
5 g Zucker aufgenommen hat. Der Versuch kann also tatsachlich fast als 
Hungerversuch gelten. 


2. Verhalten des Versuchstieres. 


Der Hund verhielt sich im ganzen sehr ruhig. Am 15. Versuchstage 
stellte sich plétzlich hochgradige Schwache ein, derart, da8 das Tier sich 
nicht mehr auf den Beinen halten konnte und der Versuch abgebrochen 
werden mu8te. Der Hund erholte sich nach Verabreichung von Milch und 
Brot sehr rasch und vertrug nach einigen Stunden eine Fleischmahizeit. 


Er hatte seit Beginn des Versuchs von 3,9 auf 2,5 kg abgenommen, 
also um mehr als ein Drittel seines Kérpergewichts. 


3. Harn und Stuhl. 


Die Harnmenge variierte zwischen 25 und 130ccm. Mitte) der Vor- 
periode 92 ccm taglich. Nach der ersten Candiolininjektion 57 ccm, nach 
der zweiten Injektion 50 ccm, also jedenfalls keine Steigerung der Diurese 
im Anschlu8 an die Injektionen. 


Nachdem der Kot wahrend der ersten Versuchstage auBerst sparlich 
gewesen war, konnte wahrend der Hungerperiode iiberhaupt kein Kot mehr 
aufgesammelt werden. 


phorsiure 


der Hexosediphos 


Phosphatausscheidung, Spaltung 


Junger Hund, 
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4. Parenterale Darreichung von neutralem hexosediphosphor. 
saurem Natrium. 

Die Injektionen wurden unter aseptischen Kautelen in ahnlicher 
Weise wie im ersten Versuch ausgefiihrt. 

Die erste Injektion am neunten Versuchstage betrug 50 ccm einer 
5proz. Lésung von Candiolinnatrium, enthaltend 2,5 g Substanz, 
entsprechend 0,830 g¢ P,O,. 

Die zweite Injektion betrug 25ccm einer 10proz. Lésung von 
Candiolinnatrium, enthaltend 2,5 g Substanz, entsprechend 0,830 » 
P,O;. 

Die Injektionen erzeugten auch in diesem Falle keinerlei Schmerz. 
auBerungen und hatten keine lokalen Reizwirkungen zur Folge. Die 
Resorption, an der Abnahme der fluktuierenden Schwellung unter 
der Haut kenntlich, erfolgte auch diesmal auffallend rasch im Verlauf 
von weniger als 2 Stunden. 

Der Harn enthielt niemals weder Zucker noch Aceton. 


5. Stickstoffausscheidung im Harn. 

Es wurden meist Doppelbestimmungen nach Kjeldahl mit dem 
filtrierten Harn ausgefiihrt; ein etwa im Harn auftretendes Sediment 
wurde vor der Analyse stets durch Zusatz einiger Tropfen konzentrierter 
Salzsiure in Lésung gebracht. 

Auffallend war hier im AnschluB an die erste Injektion, trotz 
Absinkens der Harnmenge auf die Hilfte, ein bedeutender Anstieg 
der Stickstoffausscheidung von 0,894 g taglich am 7. und 8. Versuchis- 
tage, auf 1,707 g taglich am 9. und 10. Versuchstage. Es ist dies offenbar 
auf einen erhéhten toxischen EiweiBzerfall zuriickzufiihren, da die 
dargereichte Dosis diesmal pro Kilogramm Kérpergewicht eine vie! 
gréBere war. 

Der Harnstickstoff hielt sich von da an andauernd auf einem 
hohen Niveau und betrug 


am 10. und 11. Versuchstage . .. . 1,707 g N taglich 
o A ww DB - » pe en cire é 
sos Ws b> u inna ann « 
Var : A os - ee « Lem * 


6. Phosphorsaéureausscheidung. 
Die Relation N/P,O, betrug 


am 1. und 2. Versuchstage ....... . 3,35 
» Se @ ‘a Eee . 2,81 
wo Be ww @ ie . 4,36 
Se. wo GD es iris . 3,62 


Mittel der Vorperiode . . . . 3,53 pro Tag 
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Nach der ersten Injektion von hexosediphosphorsaurem Natrium 
betrug die Relation 


am 9. und 10. Versuchstage ...... . 3,59 
» Sh = mm ms ae a eh a 


Nach der zweiten Injektion von hexosediphosphorsaurem Natrium 


am 13. und 14. Versuchstage ...... . 2,51 
» - “sie & 0's 9 oe 


Wir haben wiederum die dem EiweiBzerfall entsprechende P,0O,- 
Menge nach der Relation N/6,6 berechnet und die Gesamt-P,0,-Aus- 
scheidung wieder auf die zwei Komponenten ,,Protoplasma-P,0,“ 
und ,,Extra-P,0,;“ aufgeteilt: 

N/6,6 = Protoplasma-P» O,, Extra P,O 

l. und 2. Versuchstag . . . 0,096 0,093 

a «» & o” o« « Oe 0,121 

5. 6. o” ss ae 0,062 

7. 8. = 0,136 0,111 


Mittel 0,110 0,097 pro Tag 


Nach der ersten Iujektion von 0,830 g P,O, in Form von Candiolin- 
natrium , 
am 9. und 10. Versuchstage . 0,259 0,218 
11. 12. * - 0,300 0,140 


Mittel 0,280 0,179 pro Tag 


Nach der zweiten Injektion von 0,830 g P,O,; in Form von Candiolin- 


natrium 
Protoplasma-?’, O,, ExtrasP, O; 
am 13. und 14. Versuchstage . 0,259 0,439 
15 ie . 0,236 0,064 


7. Phosphorretention. 


An vier Versuchstagen (9., 10., 11., 12.) nach der ersten Injektion 
von 0,830 g P,O, in Form von Candiolinnatrium haben wir im ganzen 
eine Extra-P,O,;-Ausscheidung von 

am 9. und 10. Versuchstage 2 x 0,218 = 0,436 g¢ P,O, 

ye Se Z .. . . 2X 0,140 = 0,280¢ P,O, 

insgesamt . ... . . 0,716g P,O,; 
beobachtet. 


Auch ohne Hexosephosphorsaureinjektion ware eine Ausscheidung 
von 0,097 x 4 = 0,388 g¢ P,O, zu erwarten gewesen. Es resultierte 
also auf Rechnung des Candiolinnatriums nur ein Mehrbetrag von 
0,716 — 0,388 = 0,328 ¢ P,O,. 
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Demnach Retention 
0,83 g 
— 0,33 g 
0,50¢ PO, 


was einer Retention von 63 Proz. entspricht. 
Nach der zweiten Injektion von 0,830 g P,O, in Form von Candiolin. 
natrium haben wir eine Extra-P,0,-Ausscheidung von 


am 13. und 14. Versuchstage . . . . 2 x 0,439 = 0,878 g P,O, 

oo = . ene 0,064 = 0,064 g P,O, 

in 3 Tagen also insgesamt .......2.2... 0,942 g P,O, 
beobachtet. 


Aus der Vorperiode berechnet sich fiir drei Versuchstage als Extra. 
P,O, 3 x 0,097 = 0,291 g P,O,; es verbleibt also auf Rechnung des 
injizierten Candiolinnatriums 0,942 — 0,291 = 0,651 g¢ P,O,. 


Sonach injizierte Menge .. . . 0,830g P,O, 
Beobachtete Mehrausscheidung. . 0,651 g P,O,; 
aR i I AS gee ol RE sa t™ 0,179 9 P,O,;, das sind 22 Proz. 


Wir haben also hier im Hungerversuch nach der ersten Injektion 
eine Retention von 63 Proz., eine solche von nur 22 Proz. nach der zweiten 
Injektion.. Im vorigen Versuch bei Zucker-Speckfiitterung waren nach 
der ersten Injektion von Candiolinnatrium etwa 80 Proz., nach der 
zweiten Injektion etwa 46 Proz. retiniert worden. 


C. Stoffwechselversuch am phlorrhizindiabetischen Hunde zur Priifung der 
Glykoneogenie aus hexosediphosphorsaurem Natrium. 

Ein Hund von 9,3kg Gewicht erhielt nach vorausgegangenem 
zweitagigen Hungern zum Zwecke der Einleitung einer Phlorrhizin- 
glykosurie bei vollstaéndiger Karenz nach der Methode von Graham- 
Lusk eine tagliche Injektion von 1g ,,Phlorrhizin Merck“ suspendiert 
in 7,0cem Olivenél subkutan. 

Wasser wurde wihrend des ganzen Versuchs ad libitum gegeben 
(Tabelle V). 

Die Harnausscheidung war dementsprechend eine reichliche. 
Zucker wurde nach Bertrand, Stickstoff nach Kjeldahl taglich durch 
Doppelbestimmungen ermittelt und die Relation D:N taglich in 
iiblicher Weise berechnet. 

Am vierten Versuchstage erhielt das Tier eine Injektion von 200 ccm 
20proz. Lésung des neutralen Candiolinnatriums, entsprechend einer 
Gesamtmenge von 40g Candiolinnatriums, enthaltend 16,8 g an 
Phosphorséure gebundenen Zucker. 

Trotz der groBen injizierten Menge der sehr konzentrierten, 20 proz. 
Lésung wurde die Injektion unter sterilen Kautelen ohne Schmerzens- 
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iuBerungen und ohne nach- 
tolgende Reizerscheinungen 
oder Nekrosen vertragen und 
die Resorption der groBen 
Flissigkeitsmenge _— erfolgte 
ganz auffallend schnell inner- 
halb weniger Stunden. 

Auch hat die Injektion 
nicht nur keinen vermehrten 
EiweiBzerfall ausgelést, viel- 
mehr die Stickstoffausschei- 
dung merklich herabgedriickt. 

Die Zuckerausscheidung 
war vom zweiten bis fiinften 
Versuchstage recht konstant 
(21,5 bis 28 g Dextrose). Eine 
absolute Mehrausscheidung 
von Zucker war nicht wahr- 
nehmbar, wohl aber bewirkte 

‘das Absinken der Stickstoff- 
ausscheidung ein Empor- 
schnellen des Quotienten D:N, 
der am zweiten und dritten 
Tage etwa 3,0 betragen hatte, 
auf 4,8. Am niachsten Tage 
sank der Quotient D: N an- 
nihernd auf 3 herab. 

Am folgenden Tage traten 
leichte Krampfe auf, die uns 
veranlaBten, den Versuch ab- 
zubrechen; das Tier erholte 
sich alsbald. 

Der jahe Anstieg des 
Quotienten D : N spricht wohl 
immerhin dafiir, daB eine 
Umformung der Hexose- 
phosphorséure zu Harnzucker 
stattgefunden haben konnte. 
Leider standen uns nicht aus- 
reichend groBe Mengen des 
kostbaren reinen Materials 
zur Verfiigung, um den Ver- 


such wiederholen zu kénnen. 


Anmerkungen 
gigem Hunger 
Wasser ad libitum 
Leichte Krampte 


Nach 2 ta 
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40,0 entspr 
16,8 Hexose 
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1,000 
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D. Stoffwechselversuch zur Priifung der Beeinflussung 
der Phosphatausscheidung durch eine groBe Zuckergabe am Hungerhunde. 

Eine Zufallsbeobachtung bei unserem Stoffwechselversuch A, wo das 
Versuchstier am 5. Versuchstage irrtiimlich die doppelte Zuckermenge 
(160 g statt 80 g) erhalten hatte und wo demzufolge die P,O,-Ausscheidung 
jah von 0,308 auf 1,551 g P,O, angestiegen war, veranlaBte uns, den Einflug 
der einmaligen Beibringung einer sehr groBen Zuckermenge auf die P,(,. 
Ausscheidung eines hungernden Hundes zu verfolgen (Tabelle V1). 

Die groBe Zuckerdosis von 150g am 8. Versuchstage bewirkte am 9. 
eine alimentare Glykosurie; es war zwar ein geringer Anstieg der Phosphor. 
séureausscheidung bemerkbar, jedoch hatte dieselbe wahrend des ganzen 
Versuchs, ebenso wie die Stickstoffausscheidung eine steigende Tendenz. 
Die Relation N/P,O, war im Anschlu8 an die orale Zuckerdarreichung nur 
sehr wenig abgesunken. 

Wir konnten also keine charakteristische Beeinflussung der P,0.. 
Ausscheidung durch die Zuckergabe feststellen. 

Anhangsweise méchten wir bemerken, daS hexosediphosphorsaures 
Natrium keineswegs als véllig indifferente Substanz anzusehen ist. Der 
Hund im Versuch D hatte zwar mehr als 4,0 g hexosediphosphorsaures 
Natrium pro Kilogramm Kérpergewicht anscheinend ohne Schaden vertragen. 

Dagegen sahen wir ein Meerschweinchen von 235 g Gewicht, das an 
aufeinander folgenden Tagen 5,5, 5,75, 10,0 g Candiolinnatrium in 10proz. 
Lésung pro Kilogramm subkutan erhalten hatte, wenige Stunden nach der 
letzten Injektion zugrundegehen. 

Ein anderes Meerschweinchen, 245 g Gewicht, wurde nach subkutaner 
injektion von 12 ccm hexosediphosphorsaurem Natrium, in 10proz. Lésung 
1,2 g Substanz enthaltend, 5,0 g pro Kilogramm Kérpergewicht entsprechend, 
nach Verlauf von 8 Stunden tot aufgefunden. 

Genauere Untersuchungen zur Feststellung der Toxizitaét sind von 
Herrn N. Abelles in diesem Laboratorium ausgefiihrt worden. 

Die letale Dosis fiir Ratten diirfte fiir das neutrale hexosediphosphor- 
saure Natrium um 4,5 g pro Kilogramm Kdérpergewicht liegen; die letale 
Dosis fiir Na, H PO, (ohne Kristallwasser), das mit Salzsiure neutralisiert 
wurde, diirfte bei 2,0g pro Kilogramm Kérpergewicht liegen, wobei zu 
beachten ist, daB das Candiolinnatrium nur zu etwa einem Drittel aus 
P,O, besteht. 

Zusammenfassung. 

1. Durch zahlreiche vorliegende Organbreiversuche ist zwar dic 
Spaltbarkeit von Hexosediphosphorsiure durch zerkleinerte Gewebe 
sowie durch Gewebssifte ausreichend dargetan. Dagegen ist das Ver- 
halten der Hexosediphosphorsiure im lebenden Organismus noch nicht 
geniigend studiert, und sind die vorliegenden Untersuchungen iiber 
vermehrte Ausscheidung anorganischen Phosphats im Harn nach Bei- 
bringung von Hexosediphosphorsaure per os insofern nicht eindeutig, 
als die Substanz im Darme einer Spaltung durch Mikroorganismen 


unterliegt. 
Es ergab sich daher die Notwendigkeit, das Verhalten parentera! 
beigebrachter Hexosediphosphorséure in Stoffwechselversuchen zu 


priifen. 
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2. Als Material fiir unsere Versuche diente uns das reine neutrale 
und saure hexosediphosphorsaure Natrium, das uns von der Firma 
Bayer & Co., Leverkusen, in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt 
worden ist. 

3. Um jedoch eine feste Grundlage fiir exakte Stoffwechselversuche 
zu gewinnen, ergab sich die Notwendigkeit, die Reinheit der ange. 
wendeten Priparate durch eingehende Analysen zu priifen. 

Dieselben bezogen sich auBer auf die Elementaranalyse insbesondere 
auf die Ermittlung des Phosphorsiure- und Natriumgehalts sowie auf 
das Reduktionsvermégen vor und nach der Hydrolyse. 

4. Wiahrend die Phosphorsiure- und Natriumbestimmung und die 
Elementaranalysen geniigende Ubereinstimmung mit den durch die 
Formeln geforderten Werten ergaben, stellte sich in bezug auf das 
Reduktionsvermégen sowohl direkt als nach Saéurehydrolyse eine grobe 
Diskrepanz insofern heraus, als nur etwa bestenfalls die Hilfte des 
theoretischen Zuckerwertes auf diesem Wege sichergestellt werden 
konnte. 

5. Um diesen Widerspruch aufzukliren, hat der eine von uns, 
J. Marian, das Verfahren zur quantitlativen Ermittlung des Glycerins 
nach Hehner durch Oxydation mit Kaliumbichromat in schwefelsaurer 
Lésung auf die mafanalytische Bestimmung von Kohlehydraten iiber- 
tragen. Es ergab sich, daB die Methode auf Glucose, Fructose und 
Dioxyaceton mit einer Fehlergrenze von wenigen Prozenten anwendbar 
ist und daB dieselbe sonach auch fiir andere Zuckerarten anwendbar 
sein diirfte. 

Wir beabsichtigen dieselbe insbesondere auch fiir polymere Kohile- 
hydrate mit zyklischer Struktur (Cellulose, Chitin) zu priifen. Fiir 
Hexosediphosphorsiure gab jedoch auch diese Methode nur rund ein 
Viertel des theoretisch geforderten Wertes. Ob diese Anomalie durch 
eine schwer angreifbare zyklische Struktur des Zuckerphosphor- 
siureesters bedingt ist oder aber durch eine unvollstandige Oxydation 
verursacht wird, miissen weitere Versuche lehren. 

6 Das Verhalten der parenteral beigebrachten Hexosediphosphor- 
sdure im Organismus des Hundes wurde in Stoffwechselversuchen 
einerseits am eiweiB- und phosphorarm ernahrten Hunde (Zucker- 
Speckfiitterung), andererseits am Hungerhunde gepriift. Es ergab 
sich dabei, daB die Hexosediphosphorsaure einer weitgehenden Spaltung 
im lebenden Organismus unterliegt, wobei nur ein Teil der darin ent- 
haltenen Phosphorsiure in Form anorganischer Harnphosphate zu- 
tage tritt. 

7. Ein erheblicher Teil der in Form des Zuckerphosphorsaureesters 
zugefiihrten P,O,-Menge wird jedoch im Organismus zuriickgehalten, 
wobei es immerhin naheliegt, an eine Verwertung desselben 
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vielleicht zum Zwecke des Ersatzes von verbrauchtem Lactaci- 
dogen — zu denken. 

Bei einem Versuch betrug die Retention nach der ersten Injektion 
80 Proz., nach der zweiten 46 Proz. der in Form des Phosphorsaure- 
esters injizierten Menge. In einem zweiten Versuch mit einem kleineren 
und jiingeren Tiere im Hungerzustande betrug die Retention nach der 
ersten Injektion 63 Proz., nach der zweiten Injektion 22 Proz. 

8. Nach einmaliger Zufuhr von 40,0g des neutralen Hexose- 
diphosphorsaureesters trat keine alimentaire Glykosurie auf. Die Beob- 
achtung der D: N-Relation am phlorrhizindiabetischen Hunde \aBt eine 
Umformung der Kohlehydratkomplexes des Hexosediphosphorsaure- 
esters zu Harnzucker immerhin méglich erscheinen. 

9 Auffallend war der Umstand, daB selbst groBe Mengen des 
neutralen Salzes, in konzentrierter Lésung subkutan beigebracht, 
keinerlei Reizerscheinungen hervorriefen und sehr schnell zur Resorption 
gelangten. 

Ein Hund hat die einmalige parenterale Verabreichung von mehr 
als 4,0g des Esters pro Kilogramm K6rpergewicht anscheinend ohne 
Schédigung vertragen. 

Meerschweinchen sahen wir bei 7,5 bis 10 ¢, pro Kilogramm subkutan 
gegebener Substanz in wenigen Stunden zugrunde gehen. Die maBige 
Toxizitat der Substanz diirfte durch die im Organismus daraus ab- 


gespaltene Phosphorsiure ausreichend erklart sein. 








Verteilung des EiweiSstickstoffs im Muskelgewebe. 


Von 


G. E. Wladimiroff. 


(Aus dem Laboratorium der physiologischen Chemie an der Militar- 
Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 

(Eingegangen am 21. Oktober 1925.) : 

Die Frege nach dem Eiwei8bestand der Muskeln ist trotz eine: 

Reihe ihr gewidmeten Untersu¢hungen bis jetzt nicht endgiiltig gelist. 


In der Literatur finden sich zwei Richtungen, welche sich voneinander 
sowohl durch die Methodik des Studiums der MuskelfasereiweiBstoffe als 
auch durch die Klassifikation derselben unterscheiden. Beide Richtungen 
gehen von Kiihne aus. Die eine beruht auf der Gewinnung des Muskel- 
plasmas durch Auspressen der mit physiologischer Lésung ausgewaschenen, 
fein zerteilten und gefrorenen Muskelmasse. Das charakteristische Kenn- 
zeichen des Muskelplasmas ist seine Fahigkeit, spontan zu gerinnen, unter 
Ausscheidung eines besonderen Eiweifstoffes, den Kiihne Myosin genannt 
hat. Aus dem Muskelplasma hat Kiihne drei Eiweifstoffe ausgeschieden. 
welche sich voneinander durch ihre physikalischen Eigenschaften und 
insbesondere durch die Gerinnungstemperatur unterscheiden: 1. ein bei 
45° C gerinnender EiweiBstoff, 2. Kalialbuminat und 3. ein bei 75° gerinnen. 
der EiweiBstoff (Serumalbumin). Halliburton (1), der dieselbe Methodik 
angewandt hat, unterscheidet schon fiinf verschiedene EiweiBstoffe: Para- 
myosinogen (Gerinnungstemperatur 47° C), Myosinogen (56°), Myoglobulin 
(63°) -—- drei EiweiBstoffe vom Globulincharakter, weiter Albumin (75°) 
und Myoalbumose (gerinnt bei Erwarmen nicht). Weiter kam Fiirth (2) 
im Jahre 1895 nach sorgfiltigen Untersuchungen des Muskelplasmas zum 
SchluB, daB von den EiweiSstoffen des Muskelplasmas die iiberwiegende 
Mehrzah! nur zwei EiweiSstoffe vorstellen — Myosin (das bei 45° gerinnende 
Eiwei8 von Kiihne, das Paramyosinogen Halliburtons) und Myogen (Kali- 
albuminat von Kiihne, Myosinogen Halliburtons). Dem letzteren spricht 
O. Firth die Globulinnatur ab, indem er es fiir einen EiweiSstoff sui generis 
halt. Das Myoglobulin Halliburtons unterscheidet sich nach O. Fiirth 
durch nichts vom Myosinogen. Im Muskelplasma findet sich sehr wenig 
Albumin. Myoalbumose konnte 0. Fiirth gar nicht finden. Endlich zeigte 
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in der letzten Zeit H. Weber (3), daB Myogen und Myosin des Muskelplasmas 
eigentlich einen und denselben Eiwei®Sstoff vorstellen. 

In allen diesen Untersuchungen blieb der Rest der Muskelmasse nach 
dem Auspressen des Muskelplasmas qualitativ unerforscht und quantitativ 
inkonstant, was die quantitative Bestimmung des Gehalts an verschiedenen 
EiweiBstoffen in der Muskelfaser unméglich machte. 

Indessen kann nur das Studium der quantitativen Wechselbeziehungen 
die Méglichkeit geben, die funktionellen Eigenschaften der Muskeln mit 
der Eigenart ihrer chemischen Zusammensetzung zu verkniipfen. 

In dieser Hinsicht verdient die zweite Methodik Beachtung die 
Extraktionsmethodik, welche schon von Kiihne angewandt wurde, aber 
ausfiihrlich in den Untersuchungen russischer Autoren von A. J. Danilewsky 
und seiner Schule weitergefiihrt ist. Ihr Prinzip besteht darin, daB das 
Myosin Kiihnes durch Lésungen neutraler Salze gut extrahiert wird: 10proz. 
Kochsalzlésung (Kiihne) oder 8- bis 15proz. Salmiaklésung [A. J. Dani- 
lewsky (4)], die von Danilewsky (4) selbst fiir die quantitative Myosin- 
bestimmung empfohlen ist. Nach der Extraktion des letzteren bewahrt die 
Muskelfaser ihre Struktur (die Querstreifung). Daher nannte A.J. 
Danilewsky den Rest nach der Extraktion des Myosins das Myostroma. 
Eine Reihe quantitativer Bestimmungen des Myosins und Myostromas in 
verschiedenen Muskeln, bei verschiedenen Tieren im Zustande der Ruhe, der 
Tatigkeit usw. wurden von A.J. Danilewsky und seinen Schiilern N. Umi- 
kof/ (7), N. Sselichowski (8), D. Kuraef/ (9), M.D. Iljin (10) und dann von 
Saal (11) unter der Anleitung von O. Fiirth ausgefiihrt. Weiter erhielt 
4. J. Danilewsky (12) durch Extraktioh des Myostromas durch verdiinnte 
Soda- (oder Atzlaugen-) Lésung einen EiweiSstoff, der nach seinen Eigen- 
schaften dem Myosin unaihnlich war. Diesen EiweiS8stoff nannte er Myo- 
stromin, es ist in Lésungen neutraler Salze und schwacher Saéuren unldéslich, 
in schwachen Laugenlésungen léslich. Somit bilden den Grundbestandteil 
der EiweiS8stoffe der Muskelfaser nach A.J. Danilewsky zwei Typen der 
EiweiBarten —- Myosin und Myostromin. Diese beiden EiweiSstoffe sind 
von M. D. Jljin genau und eingehend studiert, sowie weiter im Laboratorium 
des letzten von J. Gessner (13). Eine wesentliche Bedeutung fiir das weitere 
hat der Umstand, da8 beide Autoren als Extraktionsmittel fiir Myosin eine 
schwache (0,5- bis 2,5prom.) Essigsiurelésung anwandten. Die Eigen- 
schaften des auf diese Weise erhaltenen Myosins und Myostromins waren 
folgende. ¢ 

Nach den Angaben von M.D. Iljin stellt das Myosin ein Proteid 
dar, welches aus einem Globulin- und Nucleinbestandteil mit dem Uber- 
wiegen der Globulineigenschaften besteht. Die quantitative Bestimmung 
des Phosphors gab 0,0245 Proz., des Schwefels 1,06 Proz. und des Eisens 
0,0535 Proz. 

Das Myostromin ist auch ein Proteid aus einem Globulin- und Nuclein- 
bestandteil, aber mit dem Uberwiegen der Nucleineigenschaften. Nach der 
Inkonstanz des Gehalts an der zweiten Komponente und nach den Schwan- 
kungen der Léslichkeit ist das Vorhandensein einiger Formen der Myo- 
stromine anzuerkennen, was auch noch von A.J. Danilewski vermerkt 
ist. Im Durchschnitt enthalt Myostromin 0,70 Proz. P, 45 Proz. S und 
0,22 Proz. Fe. Somit ist das Myostromin an Phosphor 28mal und an Eisen 
viermal reicher als das Myosin. E. Gessner, der die quantitativen Verhaltnisse 
einiger Aminosiuren im Myosin und Myostromin untersucht hat, gibt 
folgende Zahlen: 
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Mittelwerte fiir Myosin und Myostromin. 








Myosin Myostromin 
nach v. Slyke nach v. Slyke 
nacb ——_—_— a ascch ——— = 
K ossel i Kossel 
ay _ Proz. opr . Proz. 
en ee ae re — (168 _- — bs — 
8 a ae — 28 16,6 —_— 3,15 19,17 
one ee ee —- 098 58 — 098 61 
Dn ~ . i 46 4 « % — 7,84 466 — 6,08 38.2 
Imid-N (Prolin und Oxyprolin) . — 1,72 | 10,2 — | 14 £90 
SS Se be See ee 2,27 | 2,22 | 13,2 1,74 1,72 108 
ee oe ° 047 0,43 2.5 052 050 31 
a a eee ee ee 0.75 0,78 49 1,97 | 1,98 124 
Summe: — a 99.8 _— — 993 
Somit enthalt Myosin mehr Gesamtstickstoff als Myostromin, mehr 


Monoamin-N, Arginin und viel weniger Lysin. Die Arbeiten der genannten 
beiden Untersucher zeigten, daB Myostromin sich vom Myosin nicht nur 
durch seine physikalischen Eigenschaften, sondern auch durch die chemisclie 
Zusammensetzung unterscheidet. Der quantitative Gehalt derselben in den 
verschiedenen Muskeln kann nicht als endgiiltig erforscht gelten, da wir die 
zahlreichen Untersuchungen von A.J. Danilewsky und Mitarbeitern nicht 
benutzen kénnen, weil sie 1. als Lésungsmittel nicht eine schwache Essig. 
sdurelésung, sondern eine Salmiaklésung anwandten und weil sie 2. quanti- 
tativ nicht das Myostromin, sondern das Myostroma, das ist den ganzen 
Rest des Muskelgewebes nach der Extraktion des Myosins bestimmten. 

Daher wandte ich mich auf Vorschlag von M.D. Iljinim Winter 1923 
der Klarstellung dieser Verhaltnisse in den Muskeln des Menschen zu, 
welche verschiedene Intensitét ihrer Funktionen sowie anatomische 
Unterschiede aufweisen, nimlich im Herzmuskel, im Diaphragma und 
in dem M. ilio-psoas. 

Methodik. 


Der Gehalt verschiedener EiweiBarten wurde nach der Stickstoff- 
menge, die nach Kjeldahl berechnet wurde, bestimmt. 

Makroskopisch normale Muskeln ohne degenerative Kennzeichen 
wurden aus dem pathologisch-anatomischen Institut 24 Stunden post 
mortem entnommen. Sorgfiltig vom Fette befreit und von Aponeurosen 
und Sehnen abprapariert, wurden sie mit dem Messer auf einer Ebonit- 
platte fein zerkleinert. Kleine Portionen zu 1 bis 14g nahm man fiir 
die Bestimmung der festen Stoffe und des Gesamtstickstoffs. Fiir die 
quantitative Bestimmung nach den Fraktionen nahm man Proben 
von 7 bis 13 g, legte sie in einen Erlenmeyerkolben von 500 bis 800 ccm 
Volumen, in welchem die Extraktion ausgefiihrt wurde. Als erstes 
Extraktionsmittel wandte man 0,5proz. Chlornatriumlésung an. Sie 
wiischt aus der Muskelmasse das Blut aus und extrahiert Extraktiv- 
stoffe und EiweiBstoffe vom Albumincharakter. In das GefaiB gob 
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man etwa 400 ccm der Lésung ein, die Muskelmasse wurde energisch 
mit einem Glasstabchen mit einem Gummiaufsatz umgertihrt. Nach 
einigem Stehen wurde die gefarbte Fliissigkeit vorsichtig auf ein Filter 
abgegossen, in das GefaB wurde wieder die Waschfliissigkeit hinzu- 
gefiigt und das so lange wiederholt, bis das erhaltene Filtrat vdllig 
farblos war und beim Kochen nach Sattigung mit Na,SO, und An- 
siuerung mit Essigsiure kein EiweiBgerinnsel gab. Gewdéhnlich ver- 
brauchte man fiir die Spiilung 11, bis 2 Liter Fliissigkeit. Die erhaltenen 
Filtratportionen wurden in ein groBes konisches Glas gegossen, etwas 
mit einem Gemisch von Essigsiure mit essigsaurem Natron angesiuert, 
so daB p,, etwa 5,5 bis 6,0 war, und bis zum Sieden erwirmt. Der 
gewonnene Niederschlag wurde auf ein Filter gesammelt, mit heiBem 
Wasser, siedendem Alkohol und mit Ather gewaschen und nach Kjeldahl 
fir die Stickstoffbestimmung verascht. Als Katalysator gebrauchte 
man K,SO,. Das Filtrat von dem Niederschlag wurde eingeengt, in 
den Kjeldahlkolben iibergefiihrt und gleichfalls verascht. Als Katalysator 
diente das aus dem essigsauren Natron und der Schwefelsiéure ent- 
standene schwefelsaure Natrium. Da die Hauptmasse dieser ersten 
Extraktion Albumine und Extraktivstoffe bilden, so werden sie unter 
diesem Namen in den Tabellen angefiilirt sein. 

Die ausgespiilte Muskelmasse wurde weiter mit 0,25proz. Essig- 
siurelésung extrahiert. Die Lésung der extrahierten EiweiBstoffe 
wurde auf dieselben Filter gegossen, durch welche die erste Extraktion 
filtriert wurde. Die Extraktion mit Essigsiure setzt man so lange fort, 
bis das erhaltene Filtrat bei der Neutralisation und Sieden keinen 
Niederschlag gab. Gewdhnlich brauchte man 1200 bis 1500 Essig- 
siurelésung dazu. In den gesammelten Filtraten wurde das Eiweib 
durch Neutralisation bis zu schwach saurer Reaktion (p,, 5,5 bis 6,0) 
unter Erwirmen bis 80°C niedergeschlagen. Mit dem Filtrat und dem 
Niederschlag verfuhr man ebenso wie mit den Albuminen. Diese 
Fraktion ist in den Tabellen als Myosin bezeichnet. 

Darauf wurde aus dem Rest der Muskelmasse das Myostromin 
mit 0,25proz. Atzkalilésung extrahiert. Die Myostrominlésung wurde 
auf dieselben Filter gegossen. Die Extraktion dauerte so lange fort, 
bis das erhaltene Filtrat aufhérte, einen Niederschlag bei der Neutra- 
lisation unter Erwirmen bis zum Sieden zu geben. Im Filtrat wurde 
das Myostromin durch Neutralisation unter Erhitzen bis zum Siede- 
punkt gefallt. Die weitere Behandlung war dieselbe wie bei den Albu- 
minen und dem Myosin. 

Endlich wurden die Filter mit dem auf ihnen befindlichen Rest, 
der hauptsichlich aus Bindegewebe besteht, mit heiBem Wasser und 
kochendem Alkohol ausgespiilt und im Soxhletapparat mit Ather 
bearbeitet, worauf sie nach Kjeldahl verascht wurden. 
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Die Filter, durch welche alle Extraktionen passieren, verstopfen 
sich rasch, und die Filtration geht sehr langsam vor sich. Die ganze 
Analyse dauert daher 30 bis 40 Tage. Um die autolytische Wirkung 
des Gewebes und den EinfluB der Bakterienflora zu vermeiden, wurde 
die Untersuchung in der Winterzeit angestellt, wobei die Extraktion 
und Filtration in einem kalten Zimmer bei | bis 3° R ausgefiihrt wurde. 
AuBerdem legte man reine Eisstiickchen ein und fiigte eine alkoholische 
Thymollésung hinzu. 


Ergebnisse der Analysen. 


Herzmuskel. Die erste Analyse stellt eine orientierende Unter. 
suchung vor, um die Bedeutung der Schwankungen der Konzentration 
des Extraktionsmittels klarzustellen. 

Aus Tabelle Ia ersieht man, daB ein bedeutender Teil der Albumine 
des Myosins und Myostromins nicht in den Niederschlag gelangt: In 
Falle des Myosins etwa 30 Proz., im Falle der Myostromine noch mehr. 
Um sich eine Vorstellung iiber die relative Menge beider zu bilden 
laBt sich die Tabelle Ia in folgender Tabelle Ib zusammenstellen. 

Wie man aus dieser Tabelle ersieht, liegt kein Unterschied in 
den Zahlen fiir Albumine und Extraktivstoffe im Falle der Extraktio 
mit destilliertem Wasser oder 0,5proz. Kochsalzlésung vor. Die Zu- 
nahme der Konzentration der Essigsiure beeinfluBt bedeutend die 
Menge des extrahierten Myosins. Endlich hat die Steigerung der Kon. 
zentration des Atzkalis iiber 0,25 Proz. keine Bedeutung, da 0,25 proz 
KOH das Myostromin ebenso vollstandig wie 1 proz. KOH extrahiert. 

In allen folgenden Analysen wurden als Extraktionsmittel nach- 
einander 0,5proz. NaCl, 0,25proz. CH,COOH und 0,25proz. KOH 
angewandt. 

Im Durchschnitt befinden sich im Herzmuskel des Menschen alk 
drei Formen der EiweiBstoffe ungefahr in gleichen Mengen. 

M. ilio-psoas. Die Hauptmasse der EiweiBstoffe dieses Muskels 
bildet das Myosin (s. Tabellen TV und V). 

Diaphragmamuskel. In den Muskeln des Diaphragmas wiegt das 
Myosin vor, aber weniger praignant als im M. ilio-psoas, Einen be- 
trichtlichen Teil bildet auch das Myostromin (s. Tabellen VI und VII). 


Bewertung der Resultate. 


Ehe wir zu weiteren SchluBfolgerungen iibergehen, miissen wir 
klarstellen, inwieweit fiir den vorliegenden Zweck die Methodik geeignet 
ist. Wie die Beobachtung und das Zahlenmaterial zeigen, haften ihr 
eine Reihe wesentlicher Mangel an. Den Hauptmangel stellt das Fehlen 
der Zuversicht, daB die einzelnen EiweiBfraktionen streng geschieden 
werden. Darauf weisen die Schwankungen der bestimmbaren Quantitat 
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Tabelle Ib. 

I Il Il IV 
ila lala (itl a lanl, 
$¢| §. i268] 8= ifs) 85 |28) §- 

. ee £2 gf 32 (g3| G2 BF =: 
jz) GF ga) ES (24) E* za) E° 
'| Proz. - Proz. = Proz. | = |Pros.| ™ 
| Albumin + l. : ods 
1 || Extraktivstoffe | 3,46) 0,5 proz. 3,82) 0,5 proz. 3,56) destill. 3,62) destill, 
NaCl NaCl Wasser Wasser 
2 | Myosin. . . . 3,61 0,1 proz. | 4,01/0,15 proz. 4,79)0,25 proz. | 8,49'0,25- bis 
CH, COOH | \CH, COOH CH, COOH 1,0 proz. 
3 Myostromin . 4,83 0,25 proz.| 4,480,25 proz.  — KOH 
KOH KOH 
4 Rest... . | 1,10 | 0,95 _ 0,97 
Summe: | 13,00 — 113,26 —_ _ oo 13,08 - 
Tabelle 11. 


Herzmuskel der linken Kammer eines 28jihrigen Mannes, der an Geistes- 

krankheit litt. Feste Substanzen (Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 

20,08 Proz. Gesamtstickstoff im Verhkaltnis zu den festen Substanzen 
(Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 13,23 Proz. 





% 


+ 
| 1. Probe 13,4305 2. Probe 8,3750 


N-Summe N-Summe 
N zu des Nieders N zu des Nieder. 





Ne. N rary a. N ‘co x, x 
stanzen zu festen stanzen | zu festen 
Stoffen Substanze:, 
i mg Proz. Proz. mg Proz. Proz 
1 | Albumin (Niederschlag) || 35,98 1,28 19.46 111 | 
2° Albumin + Extraktiv- | 3,58 i+ 3,70 
stoffe (Filtrat) . . . || 64,54 230 | 45,36| 2.59 || 
3 | Myosin (Niederschlag) 85.26 3.04 436 53,76 3,07 |) 4.46 
4 Myosin (Filtrat) . .. 37,10 1,32 ’ 24,36, 1,39 { ’ 
5 || Myostromin (Nieder- 
er 73,50 2,62 3.87 50,54 2.89 3.76 
6 Myostromin (Filtrat) . 35,00) 1,25 | 15,26 086 |{ °' 
TE. «<b 2 «ce ree 32,34 1,15 1,15 | 20,86 1,19 | 1,19 


Summe: 363,72/ 12,96 12,96 |22960/13,12 13,12 


in der ersten Fraktion hinsichtlich des Myosins hin; eben darauf weist 
auch die folgende Tatsache hin: Bei lange dauerndem Stehen tritt 
im Filtrat der Spiilwasser eine Triibung, die von dem Ausfallen einer 
geringen Menge eines feinen Niederschlags abhingt, ein. Endlich ist 
das Myosin auch nach seinen Eigenschaften als Globulin, im Wasser 
allein, das von Elektrolyten ginzlich frei ist, véllig unléslich, was in 
unserem Falle nicht der Fall war. Somit gehen in Abhangigkeit von 
einer ganzen Reihe Bedingungen (Muskelzustand, Extrahierungsdauer, 
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Tabelle 111. 


Muskel der linken Herzkammer eines 39 jahrigen, an Peritonitis gestorbenen 

Mannes. Feste Substanz (Durchschnitt aus fiinf Bestimmungen) 21,29 Proz. 

Gesamtstickstoff im Verhaltnis zu festen Substanzen (Durchschnitt aus 
fiinf Bestimmungen) 12,77 Proz. 





1. Probe 10,7106 2. Probe 7,7660 





| N-Summe N-Summe 

S zu sodes — a zu des — 
. esten sc esten & 's 

N Subs (und Fileats N Sub- | und Pifteets 

| Stanzen| zu festen stanzen| zu festen 
} Substanzen Substanzen 
| 
| 


mg Proz. Proz, mg Proz. Proz. 


| | Albumin (Niederschlag) | 40,18 1,76 1 34,58 2,09 
Albumin + Extraktiv- yf 3,97 | 
stoffe (Filtrat) . . . 50,40| 221 34,86 1,11 
Myosin (Niederschlag). 38,92 1,71 h 315 | 2786) 1,68 || 
Myosin (Filtrat) . . . | 32,90 144 | ’ 1848 112 | 
Myostromin (Nieder- | 
46,60 2,04 450 36:26) 2,19 |) 
Myostromin (Filtrat) . 56,00 2,46 ||” 43,68 2,64 || 
2.761 113| 13 | — | — 
Summe: |290,76|12,75 | 1275  — | — 


4,20 


2,80 


4,83 


Tabelle IV. 


M. ilio-psoas eines 28jahrigen Mannes (vgl. Tabelle Il). Feste Substanzen 
(Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 20,02 Proz. Gesamtstickstoff 
(Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 14,12 Proz. 





1. Probe 12,3635 2. Probe 7.4644 


| N-Summe N-Summe 
N zu | des Nieder- N zu des Nieder- 

festen schlags , festen schlags 
N Subs | und Filtrats N Subs und Filtrats 
stanzen zu fest.n stanzen zu testen 
Substanzen Substanzen 


mg Proz. | —‘Proz. mg Proz. Proz. 
Albumin (Niederschlag) | 70,42) 2,84 ) 22,68 
Albumin + Extraktiv- | | 4,03 | 
stoffe (Filtrac) . . . |129,54) 1,19 58,80 
Myosin (Niederschlag). | 11,30) 4,49 | 66,36 
Myosin (Filtrat) . . . | 64,54 261 23,80 


, 2 | 
Myostromin (Nieder- 


7,10 


33,32 1,34 18,48 | 

}| Myostromin (Filtrat) . | 13,02) 0,53 . 8,54) 0,57 

| 20,86 0,84 25,2 | 168 1,68 
Summe: 343,00! 13.94 203,14 13,58 13,58 

l1* 
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Tabelle V. 


M. ilio-psoas. 39jaéhriger Mann (vgl. Tabelle III). Feste Substanzen 
(Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 19,82 Proz. Gesamtstickstof; 
(Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 14,30 Proz. 











1. Probe 9.2410 2. Probe 7,1492 
N-Summe ‘ 7 = 
N zu des Nieder- N zu _ | des Nieder. 
Ne w | ‘SS | aanites | ON | SEP | ogtlen 
stanzen zu festen stanzen zu festen 
| Substanzen Substanzen 
mg | Proz. Proz. mg Proz. Proz 
1 Albumin (Niederschlag) 58,38 3,19 i ] 50,12 | 3,54 1 
2 Albumin + Extraktiv- 5,37 | 5,33 
| stoffe (Filtrat) . . . | 4004 218 | | 25,34) 1,79 | 
3 | Myosin (Niederschlag). 63,70 3,48 iia 50,82 3,59 i 
4|| Myosin (Filtrat) . . . 22,82 1,25 | 2042) 151 7 
5 Myostromin (Nieder- 
Pee ee 17,78 0,97 —_ 12,32 087 | he 
6 Myostromin (Filtrat) . 28,28 1,54] “" | 20,58 145 | 7" 
Weenies aches 3 26,16 143 143 | 1568) 111 Lu 
, - Summe: 25746 / 14,04 14,04 196.28 13,86 13.86 
Tabelle VI. 


Diaphragmamuskel eines 28jaéhrigen Mannes (vgl. Tabelle II).  Feste 
Substanzen (Durchschnitt aus zwei Bestimmungen ) 20,47 Proz. Gesamt- 


stickstoff (Durchschnitt aus 


zwei rRNA 13,54 Proz. 

















1. Probe i", ‘5515 2. Probe 5.8336 
N zu des Nieder N zu deo N oder 
~, N ‘be wed Prrteets N ‘Sube und Pitbets 
Stanzen zu festen stanzen zu festen 
Substanzen Substanzen 
mg Proz. Proz. mg Proz. Proz. 
1 Albumin (Niederschlag) 70,98 1,29 l | | | 
2) Albumin + Extraktiv- | 4,29 _ _ - 
| stoffe (Filtrat) . . . 30,66, 3,00 
3 Myosin (Niederschlag) ~ _ _- . 58,24 4,88 
4 Myosin (Filtrat) ... — = — eo 9,24 0,77 5,65 
5 | Mreseente (Nieder- 
schlag)......-. 28,56 1,21 16,38 
3) Myostromin (Filtrat) . | 17,64. 0,74 1,96 so at 1,82 
CARE aii eines - 4636 192] 192 — | - 
Summe: — — _— oe “ 
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Tabelle VII. 


Diaphragmamuskel eines 39jahrigen Mannes (vgl. Tabelle III). Feste 
Substanzen (Durchschnitt aus zwei Bestimmungen) 15,44 Proz. Gesamt- 
stickstoff (Durchschnitt aus vier Bestimmungen) 13,99 Proz. 





1. Probe 4.9706 2. Probe 6,9056 


N.Summe N-Summe 
N zu | des Nieder- N zu des Nieder- 
festen schlags testen schlags 
Sub- | und Filtrats N Sub- und Piltrats 
stanzen zu festen stanzen zu festen 
Substanzen Substanzen 


mg Proz. Proz. mg Proz. Proz. 
Albumin (Niederschlag) 19,88 2,59 | 28.28 2.65 
Albumin + Extraktiv- 3,98 | 420 
16,52 1,55 || 
40 


stoffe (Filtrat) ... 10,64 1,39 
26,74 251 


Myosin (Niederschlag) 2156 281 


Myosin (Filtrat) ... 12,18 1,59 ’ — — 
Myostromin (Nieder- 

schlag) 13,58 1,77 1918 1,80 

15,82| 2,06 ’ a 

9,80; 1,28 16,94 1,59 


| 
Summe: |1103,46 13,49 _— _ 


Menge der Spiilwasser usw.) auBer den Extraktivstoffen und Albuminen 
eine gréBere oder geringere Myosinmenge iiber. Daher gibt die in Rede 
stehende Methodik wenigstens fiir das pathologisch-anatomische Material 
keine Méglichkeit, die Myosinmenge genau zu bestimmen. 


In geringerem Grade bezieht sich das auf das Myostromin. Die 
Myosinlésung opalesziert stets trotz der Filtration, d. h. es liegt in der 
Lésung auBer den gelésten EiweiSstoffen eine feine Suspension so 
geringfiigiger Myostrominteilchen vor, daB sie durch das Filter passieren. 
Bei lange dauerndem Stehen setzen sie sich auf dem Boden nieder. 
Weiter zeigt die Tabelle I, daB mit der Zunahme der Essigséurekonzen- 
tration die Grenze zwischen dem Myosin und Myostromin verriickt 
wird, d. h. daB die schwachere Essigsiurelésung nicht das ganze Myosin 
extrahiert, oder, was noch wahrscheinlicher ist (worauf schon A. J. Da- 
nilewsky, M. D. Iljin u. a. hingewiesen haben), daB die starkere Saure- 
lésung auch imstande ist, eine gewisse Myostrominpartie zu extrahieren. 

Unter dieser Einschrankung laBt sich aber das Myostromin nach 
dieser Methode bestimmen. Eine von den Grenzen zwischen dem 
Myostromin und dem Rest ist recht deutlich, weil die 0,25proz. Atz- 
kalilésung das Myostromin véllig extrahiert. 

Eine ziemlich zufriedenstellende Konstanz, Bestandigkeit der 
Zahlen fiir den Myostromingehalt in Kontrollbestimmungen mit ver- 
schiedenen Gewichtsproben bezeugt, daB auch zwischen dem Myosin 
und Myostromin die Grenze nicht sehr verschwommen ist. 
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Weiter haben wir den Stickstoff der reinen EiweiBe nur in dey 
Fallen, in welchen sie auf das Filter gesammelt und darauf mit heiBen 
Wasser, siedendem Alkohol und mit Ather bearbeitet waren. In unserem 
Falle wurde ein betrachtlicher Teil der EiweiBstoffe nicht nieder. 
geschlagen. In den eingeengten Filtraten kénnen auBer diesen nicht 
niedergeschlagenen Eiwei®stoffen noch andere stickstoffhaltige Sub. 
stanzen vorhanden sein. Als solche erweisen sich im Falle des Filtrats 
der ersten Fraktion stickstoffhaltige Extraktivstoffe. In den Filtraten 
der beiden anderen Fraktionen kann die Rede vielleicht von dem 
Stickstoff einiger Lipoide sein. Der von ihnen abhangige Fehler kann 
jedoch nicht weseatlich sein. 


Dies alles zusammengenommen, setzt den Wert der Methode 
betrachtlich herab, und veranlaBt, an die Bewertung der Resultate 
mit groBer Vorsicht heranzutreten. 


Die Mangel, die durch alle angefiihrten Ursachen bedingt sind, 
sind nicht so groB, daB sie die pragnant hervortretende Differenz in 
dem EiweiBgehalt der verschiedenen Muskeln hatten verwischen kénnen. 
Die véllige Berechnung des Gesamtstickstoffs erlaubt, eine sichere 
Kontrolle der erzielten Resultate zu erhalten. 


In einer letzten Bemerkung miissen wir noch darauf hinweisen, 
da8 infolge postmortaler Verinderungen im Muskel die erzielten 
Resultate nicht véllig auf die lebenden Muskeln zu iibertragen sind 
Durch das postmortale Odem werden die Muskeln an festen Substanzen 
iirmer. Es liegen auch Hinweise vor, da6 dabei sich auch das quantitative 
Verhialtnis des Myosins und Myostromins verandert. So hat Sseli- 
chowski (8) gefunden, daB beim Liegen der Kaninchenleiche im Laufe 
von 24 Stunden eine Abnahme des Myostromas zustande kommt bei 
einer Schwankung der Myosinmenge nach beiden Seiten. Aus den 
von ihm angefiihrten Tabellen kénnen wir den SchluB ziehen, dab er 
nicht den Einflu8 des postmortalen Odems in Betracht gezogen hat. 
Sazl (11) fand im Gegenteil eine prignante Zunahme des Myostromas. 
Die Essigsiure, welche wir benutzt haben, stellt vor der Lésung des 
Chlorammoniums den Vorzug dar, daB sie auch das geronnene, in der 
Chlorammoniumlésung unléslich gewordene Myosin lést. 


SchluB. 


In seiner ausfiihrlichen Arbeit hat H. Weber gezeigt, daB das Myogen 
und das Myosin des Muskelplasmas eigentlich einen EiweiBstoff vor- 
stellen: ein lyophiles Kolloid mit dem isoelektrischen Punkte im 
Bereich p, 6,3. In Lésungen mit starker Konzentration der Salze 
hat dieser EiweiBstoff eine andere Koagulationstemperatur, der iso- 
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elektrische Punkt verriickt sich bis py 5,0, es veriindert sich der Léslich- 
keitsgrad. In dem Rest des Muskelgewebes fand H. Weber nach dem 
Auspressen des Muskelplasmas einen EiweiBstoff sui generis, welchen 
dieser Untersucher wegen seiner lyophoben Eigenschaften das Myosin 
zu nennen vorschligt. Diese Nomenklatur ist unrichtig und unzweck- 
maBig, da sie die gewohnte, historisch berechtigte Terminologie um- 
stiirzt. Kiihne und W. Halliburton verstanden unter dem Myosin das 
EiweiBgerinnsel, welches beim Gerinnen des Muskelplasmas entsteht. 
Wenn man, wie das O. Fiirth getan hat, das Gerinnsel durch den Ge- 
brauch des Wortes ,,Fibrin“ bezeichnet, so muB man als Myosin den 
nicht denaturierten Eiweibstoff bezeichnen, der den Haupt- und nun 
kénnen wir sagen den einzigen EiweiSbestandteil des Muskelplasmas 
bildet. In diesem Sinne benutzten eben A.J. Danilewsky und seine 
Schule die Bezeichnung ,,Myosin“, indem sie einen Eiweibstoff vom 
Globulincharakter, der in Lésungen neutraler Salze léslich ist, so be- 
nannten. Nach der Extraktion des Myosins kann man, wie A. J. Dani- 
lewsky gezeigt hat (12), aus dem Muskeirest (Myostroma) einen EiweiB- 
stoff sui generis extrahieren, der Myostromin genannt ist. Die Be- 
zeichnung ,,Myostromin“ ist sowohl in der russischen als auch in der 
auslandischen Literatur weit verbrygitet. Es ist leicht, sich davon zu 
iiberzeugen, daB der EiweiBstoff sui generis, den H, Weber im Muskelrest 
entdeckt hat, sich als Myostromin erweist. Das Myostromin stellt 
nach den Untersuchungen von M. D. Iljin ein Nucleoglobulin vor. 
Die Nucleinkomponente setzt das py, des isoelektrischen Punktes herab 
[L. Michaelis und Davidson (14)]. Daher kann man voraussagen, daB 
das Myostromin den isoelektrischen Punkt bei einem kleineren py 
haben wird, als das Globulin-Myosin. Weiter weist H.Weber selbst 
als auf die beste Methode der Trennung der beiden EiweiBstoffe des 
Muskelgewebes auf die Anwendung einer schwachen Acetatlésung beim 
Py = 5,0 hin. Die Anwendung einer schwachen Essigsiurelésung 
schafft, wie das in unserem Falle war, fast identische Bedingungen, 
da die MuskeleiweiBstoffe sich als gute Puffer erweisen. Daher sind 
wir der Meinung, daB fiir die spezifischen Eiweibstoffe des Muskel- 
gewebes am richtigsten die folgende Nomenklatur sein wird: 

1. Myosin (EiweiSstoff des Muskelplasmas, vom Globulincharakter, 
in konzentrierten Lésungen neutraler Salze und in schwachen Sauren 
léslich). 

2. Myostromin (Eiweifstoff des Muskelstromas, ein Nucleoproteid, 
in Lésungen neutraler Salze und in schwachen Sauren nicht léslich). 

Sich auf die Angaben von J. Gessner (13) stiitzend, nach welchen 
das Myostromin 15,88 Proz. Stickstoff enthalt, kénnen wir umgekehrt 
nach dem Stickstoff den Gehalt dieses EiweiBstoffes in den Muskeln 
berechnen. 








168 G. E. Wladimiroff : 


Tabelle VIII. 


Menge des Myostromins in Prozenten zu den festen Stoffen. 
(Nach dem Stickstoff der TabellenI bis VII berechnet.) 





\| I I 1H 


Nr. ] 40 jibriger Mann 28 jahriger Mann | 30jahriger Mann 
| Proz. Proz. Proz. 

1 || Heramuskel . . . . 29,3 a oy 29,4 

2 4 age . — 11,9 24,1 

3 || M.ilio-psoas . . . . — 11,6 15,7 








Diese Tabelle zeigt, daB die Myostrominmenge in verschieden 
funktionierenden Muskeln bedeutend differiert. Der Herzmuskel, 
welcher energische rasche Kontraktionen ausfiihrt, enthalt die gréBbte 
Myostrominmenge, welche von einem Viertel bis zu einem Drittel aller 
festen Substanzen betrigt. Der Diaphragmamuskel, der nach seinem 
histologischen Aufbau von ihm verschieden ist, aber auch bestindig, 
wenn auch in einem anderen Teypo und Rhythmus als der erste arbeitet, 
nimmt in Hinsicht auf den Myostromingehalt eine Zwischenstellung 
zwischen dem Herzmuskel und den M. ilio-psoas ein, der sich an Myo. 
stromin am armsten erweist. 

Somit sind die vorliegenden Angaben eine noch weitere Bestatigung 
der von Danilewsky gefundenen Wechselbeziehungen: 1. Mehr Myo. 
stromin ist in den Muskeln vorhanden, welche sich energisch und rasch 
kontrahieren und viel arbeiten, und 2. desto mehr Myostromin finden 
wir im Muskel, je alter das Subjekt ist, von welchem der Muskel stammt. 
Es ist zu vermerken, daB nach den Angaben von Sazl (11) die glatte 
Muskulatur (Uterusmuskel) in dieser Hinsicht eine Ausnahme bildet. 

Es ist sehr wesentlich, die erhaltenen Ergebnisse mit den Angaben 
zu vergleichen, welche bei der Anwendung der Chlorammoniumlésung 
als Lésungsmittel fiir das Myosin erhalten sind. Die ersten Versuche 
von Danilewsky gaben fiir den Herzmuskel 2,91 Proz. Myosin und 
11,44 Proz. Myostroma bei 20,85 Proz. fester Substanzen. Somit 
werden die festen Substanzen 14,44 Proz. Myosin und 54,87 Proz. 
Myostroma (= Myostromin + Rest) enthalten. 

Die Analysen von Sselichowski (8) fiir den Herzmuskel gaben 
5,32 Proz. (Frau) bis 5,64 Proz. (Mann) Myosin und 4,79 bis 5,27 Proz. 
Myostromin und fiir den M. biceps brachii 10,76 Proz. Myosin und 
3,12 Proz. Myostromin. Die Menge fester Substanzen ist in keinem 
Falle angegeben. Der ungefahre Myostromagehalt wird fiir die festen 
Substanzen fiir das Herz 27 bis 28 Proz. und fiir den M. biceps brachii 
15 bis 16 Proz. sein. 

Die Analysen von M. D. Iljin (10) geben fiir die Skelettmuskeln 
im Durchschnitt 7,7 Proz. Myostroma, was ungefahr 38 bis 39 Proz. 
in Hinsicht auf die festen Substanzen betrigt. 
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Sazl(1l) gibt fiir das normale menschliche Herz das Verhiltnis 
des Myosins zum Myostroma 36,6 bis 37,1: 63,4 bis 62,9 an, wobei 
20g Muskeln 3,55 bis 3,68 g der beiden oben genannten EiweiBe ent- 
halten. Die Berechnung macht zum Verhiltnis der festen Substanz 
ungefahr 55 bis 56 Proz. Myostroma aus. 

Diese Angaben sind in bedeutender Weise bunt und in einigen 
Punkten einander direkt widersprechend. So hat Sselichowski beim 
Studium der postmortalen Erstarrung am Kaninchenmuskel bei Zimmer- 
temperatur eine unbetrachtliche Abnahme des Myostromas bei kleinen 
Schwankungen des Myosins nach beiden Seiten gesehen. Sazl fand 
unter denselben Bedingungen eine Zunahme des Myostromas im Skelett- 
muskel um mehr als fiinfmal! Hieraus zieht er den SchluB, daB nach 
dem Aufhéren der Muskelerstarrung die geronnenen EiweiBstoffe des 
Muskelplasmas in ihrer Hauptmasse unléslich bleiben. Ubrigens ist 
fir den Herzmuskel die Zunahme des Myostromas unbetrichtlich, 
und fiir den Uterusmuskel war diese Zunahme von Sazl nicht erwiesen. 

Am natiirlichsten ist es, alle diese Differenzen dadurch zu erklaren, 
daB infolge verschiedener Bedingungen (Vollkommenheit der Zer- 
kleinerung, Extraktionsdauer) bei verschiedenen Untersuchern ein Teil 
des Myosins nicht extrahiert blieb, Den gréBten Myosingehalt im Muskel 
gibt Sselichowski. Unsere Angaben stimmen am nachsten mit seinen 
Ergebnissen tiberein. 


SchluBfolgerungen. 


In der Muskelfaser finden sich zwei spezifische Abarten der Eiweif- 
stoffe, welche sich voneinander praignant durch ihre chemische Zu- 
sammensetzung und physikalische Eigenschaften unterscheiden. 

Dem ersten von ihnen, dem MuskelplasmaeiweiB, einem Eiweifstoff 
vom Globulincharakter, ist richtiger, wie die Geschichte der Frage zeigt, 
die Benennung Myosin beizulegen. Die Bezeichnung ,,Myogen“, welche 
aus der ersten entstanden ist (Myosin Kiihne und Danilewsky -> Myosi- 
nogen Halliburton > Myogen Fiirth), und welche auch etymologisch 
keinen Sinn hat, ist nicht zu gebrauchen. 

Der zweite — das MuskelstromaeiweiB, ein Nucleoproteid — ist 
aus eben demselben Grunde Myostromin zu nennen. 

Die verdiinnte Essigséure stellt ein zuverlissigeres, das Myosin 
extrahierendes Mittel vor als die konzentrierte Salmiaklésung. 

Die Methodik der Extraktion des Myosins durch verdiinnte Essig- 
siure und des Myostromins durch eine schwache alkalische Lésung 
gibt die Méglichkeit selbst im Falle des pathologisch-anatomischen 
Materials, die Menge des Myostromins zu bestimmen, und auf diese 
Weise die chemische Charakteristik des EiweiBbestandes verschieden 
funktionierender Muskeln zu erhalten. 
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Von den untersuchten Muskeln ist der Herzmuskel an Myostromin 
am reichsten, der M. ilio-psoas am armsten, der Diaphragmamuske| 
nimmt die Zwischenstellung ein. 

Am SchluB halte ich es fiir meine angenehme Pflicht, dem hoch. 
verehrten Herrn Prof. M. D. Iljin fiir das vorgeschlagene Thema und 
die bestindige Anleitung zu danken. 
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— 12) A. J. Danilewsky, Physiologische Schriften 1, 331, 1888. Charkow. 
13) J. E. Gessner, Verteilung des Stickstoffs im Myosin und Myostromin 
Dissertation, Jurjeff 1916. — 14) L. Michaelis und Davidson, diese Zeitschr. 
39, 496, 1912. 
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Weitere Beitrige 
zur Lipasevergiftung durch Chinin und Atoxyl. 


Von 
P. Rona und K, Gyotoku. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1925.) 


Wie bekannt, hiingen die zur Charakterisierung der Fermente 
herangezogenen Eigenschaften in hohem Grade von dem Zustand, 
in dem sich das Ferment befindet, ab; von der Umgebung, vom 
Reinheitsgrad und dergleichen. 1 Schon lange weif man dies vom 
Temperaturoptimum der Fermentwirkung. In jiingster Zeit zeigten 
namentlich die Untersuchungen von Willstdtter, daB selbst Konstanten, 
wie die Lage der optimalen Wasserstoffzahl, neben anderen Faktoren 
(wie Neutralsalze) wesentlich durch den Reinheitsgrad des betreffenden 
Ferments bedingt ist'). So fanden Willstdtter, Haurowitz und Memmen 
bei der Magenlipase von Mensch, Hund und anderen das Optimum 
der H -Konzentration vom py, etwa 5 bei der héchsten bis jetzt erreichten 
Reinigung auf py, etwa 7,5 verschoben. Und daB die Wirkungen ver- 
schiedener Salze (Ionen) nur in Abhangigkeit mit anderen Faktoren, 
namentlich nur bei gleichzeitiger Beriicksichtigung der Wasserstoffzahl, 
betrachtet werden diirfen, lehrt eine gréBere Reihe neuerer systema- 
tischer Untersuchungen?). Fiir den Biologen wird es natiirlich stets 
wiinschenswert sein, die Bedingungen, unter welchen er die Eigenschaft 
eines Ferments studiert, nicht zu weit von den physiologischen, im 
Organismus vorhandenen, zu entfernen, sofern diese nur stets sicher 


1) ,,Die Einfliisse der begleitenden Stoffe erstrecken sich also auch 
auf die p,-Aktivitaét wie das Verhalten gegen Adsorbenzien, gegen Akti- 
vatoren, Hemmungskérper und Gifte, auf die Haltbarkeit, das Temperatur- 
optimum und die Zerstérungstemperatur der Enzyme.‘ —- Weillstdtter, 
Haurowitz und Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 205, 1924. 

2) Uber Rolle und Wichtigkeit der Begleitstoffe vgl. unter anderen 
namentlich R. Willstdtter und Fr. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 
216, 1924. 
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reproduzierbar sind. So kann er noch am ehesten hoffen, auch unter 
den vereinfachten Bedingungen des Versuchs einen Einblick in das 
komplexe Geschehen des Zellebens zu gewinnen. Andererseits wird 
man stets bestrebt sein, die Eigenschaften méglichst an ,,reinen“ 
Fermenten, frei von Beimengungen, zu studieren, wobei diese ,,Bei- 
mengungen“ nicht etwa mit zufalligen Verunreinigungen verwechselt 
werden diirfen. Gerade bei den Fermenten wird man ja mit dem Begriff 
,.Beimengungen“ besonders vorsichtig sein miissen'). 


Jedenfalls miissen die erwihnten Gesichtspunkte bei dem Studium 
der Giftwirkung auf die Fermente eingehend beriicksichtigt werden. 
In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, daB verschiedene Gifte auf 
Fermente in sehr charakteristischer Weise wirken. Es war nun zu 
priifen, namentlich in Anlehnung an die Willstdtterschen Unter. 
suchungen?), wie mit zunehmendem Reinheitsgrad des Ferments die 
am ungereinigten Ferment beobachteten Giftwirkungen verdndert 
werden und wieweit man in der Lage ist, diese Wirkung auf die ,,Bei- 
mengungen“ und wieweit auf das Ferment als solches zu beziehen. 
Freilich ware durch die Feststellung, daB das Gift nicht das Ferment 
als solches direkt beeinfluBt, das Problem der Giftwirkung nur ver- 
schoben. Denn dann miiBte gefragt werden, welcher Art diese Bei- 
mengungen sein miissen, die so fein differenziert auf einzelne Gifte 
reagieren. Hierfiir fehlt uns zunachst die chemische Vorstellung. Dann 
miiBte auch die weitere Frage aufgeworfen werden, wie diese Begleit- 
stoffe mit dem Ferment verankert sein miissen, um ihrerseits unter 
der Giftwirkung die fermentativen Wirkungen in so spezifischer und 
in so gesetamaBiger Weise zu beeinflussen, wie dies in zahlreichen 
Fallen gefunden wurde. Die Wichtigkeit des qualitativen und quanti- 
tativen Studiums der Giftwirkungen auch bei ungereinigten Fermenten 
bleibt demnach nicht ausschlieBlich auf die biologischen Probleme 
beschrankt. 

DaB diese Fahigkeit, auf das Gift zu reagieren, eng an das Ferment 
gekniipft ist, zeigen friihere Versuche. Mischt man zwei Fermente, 
die sich gegen das Gift verschieden verhalten, in ihrem natiirlichen 
Medium, z. B. im Serum, so wird das Verhalten des einen Ferments 
gegen das Gift nicht auf das andere iibertragen, sondern jedes Ferment 
verhalt sich so, als wenn es allein in der Lésung wire*). Deutlich war 


1) Vgl. hierzu die Ansichten von Wéllstdtter iiber das Wesen des 
»,Enzymkomplexes“ (z. B. R. Willstdtter und Fr. Memmen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 188, 217, 1924). 

*) Vgl. vor allem R. Willstatter und Fr. Memmen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 188, 241, 1924. 

3) Vgl. z. B. P. Rona und D. Reinicke, diese Zeitschr. 118, 213, 1921; 
P. Rona und R. Pavlovic, ebendaselbst 184, 108, 1922. 
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dies auch zu beobachten, als man reinere Fermente, die sich gegen 
dasselbe Gift verschieden verhielten, miteinander mischte. In Ver- 
suchen, in welchen die Lipasen verschiedener Organe durch Adsorption 
an Tonerde und nachheriger Elution gereinigt wurden, konnte in den 
Fermentmischungen das individuelle Verhalten jeder einzelnen Ferment- 
art ebenfalls genau gezeigt werden; man war so in der Lage, mittels 
der Giftanalyse die einzelnen Fermentarten in den Fermentgemischen 
nachzuweisen ). 

Gegen diese Versuche kann jedoch mit Recht der Einwand erhoben 
werden, daB die Reinigung der Fermente nicht weit genug ging®*). 
Méglicherweise konnten ja erst bei einer viel héheren Stufe der Reinigung 
Unterschiede gegen das Verhalten des ungereinigten Ferments auftreten, 
die auf einer niedrigeren Stufe noch nicht manifest werden. Wir haben 
daher die Versuche mit verschiedenen Organlipasen noch einmal auf- 
genommen. Zunachst wurde die Magenlipase gepriift. Dieses Ferment 
war besonders geeignet, um die gestellten Fragen zu untersuchen, 
da sein Verhalten gegen Chinin genau studiert ist und iiber seine Rei- 
nigung und die Anderung des p,-Optimums im Verlauf der Reinigung 
durch die Untersuchungen von Willstdtter, Haurowitz und Memmen 
sehr genaue Angaben vorliegen. 


Wir verfuhren in der Verarbeitung des Ferments genau nach den 

Vorschriften dieser Autoren. Die Mucosa der jeweiligen Tierart (untersucht 
wurden Kaninchen, Schwein, Hund, Rind und Schaf) wurde von der 
Muskularis abgetrennt, zerkleinert, zu einem Brei verrieben, 2 Stunden 
mit zweimal gewechseltem Aceton behandelt, nach Entfernung des Acetons 
noch einmal einige Minuten mit Aceton, dann einige Minuten mit gleichen 
Teilen Aceton—-Ather behandelt; die Fliissigkeiten wurden abgegossen, 
das Organpulver wurde bis zum nichsten Tage getrocknet und dann ge- 
pulvert. — Die weitere Reinigung erfolgte wie bei Willstdtter, Haurowitz 
und Memmen in mehreren Stufen: zuerst ammoniakalischer Auszug des 
getrockneten Organs, Essigséurefillung, Elektrodialyse, zum SchluB 
Adsorption mit Kaolin und Elution mit Ammonphosphat. In den einzelnen 
Versuchen wurden stets 2ccm Fermentlésung, 2 ccm Puffergemisch (m/3 
primairer und sekundirer Phosphatlésung), lccem Giftlésung (oder de- 
stilliertes Wasser) und 56 ccm gesattigter Tributyrinlésung angewandt. 
In Ubereinstimmung mit den genannten Autoren haben wir bei der Magen- 
lipase vom Kaninchen eine Verschiebung des p,,-Optimums mit der Reinigung 
(nach der Elektrodialyse) finden kénnen. Beim Schwein, dessen Magen- 
lipase schon in ungereinigtem Zustande das Optimum im alkalischen Gebiete 
hat, ist eine Verschiebung nach der alkalischen Seite nur angedeutet. 


Die auf verschiedene Reinheitsstufen gebrachten Lipasen wurden 
nun zunaéchst der Wirkung des Chinins (Chinin. hydrochlor) unterworfen. 
Entsprechend den friiheren Befunden hemmte das Chinin die Wirkung 


1) P. Rona und H. Petow, diese Zeitschr. 146, 144, 1924. 
*) Vgl. Willstdtter und Fr. Memmen, 1. c. 
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der Lipase sehr deutlich; unter den gegebenen Versuchsbedingunyey 
15 bis 20mg Chinin. hydrochlor. (in 61 ccm Gesamtfliissigkeit) be) 
Py 7 zu 50 bis 70 Proz., bei p,, 6 zu 45 Proz. Bei der héchsten Reinigungs. 
stufe war die Giftwirkung noch immer stark, wenn auch gegen vorher 
etwas abgeschwicht, und zwar unter vergleichbaren Bedingungen bei 
Py 7 bis 50 Proz., bei p,, 6 bis 27 Proz. Hemmung. 

Kann man somit bei der Magenlipase des Kaninchens nur von 
einer Abschwachung der Giftwirkung mit der Reinigung reden, so war 
die Anderung der Giftwirkung mit zunehmender Reinheit der Magen. 
lipase beim Schwein viel eingreifender. Bei ungereinigter Lipase fanden 
wir beim Schwein selbst bei hohen Chinindosen keine Hemmung, in 
manchen Fallen sogar eine schwache Férderung durcly Chinin bis zu 
10 bis 20 Proz. Nach vorangegangener Elektrodialyse und Kaolin- 
reinigung stieg die Empfindlichkeit fiir Chinin bis zu einer Hemmung 
von 49 Proz. (bei p,, 7) bzw. bis 27 Proz. (bei p,, 6) unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen. Wird die Schweinelipase nicht maximal ge- 
reinigt, vor allem weniger griindlich dialysiert, so ist keine Hemmung 
durch Chinin zu beobachten, oder sie ist sehr schwach. Es scheint 
demnach, da erst durch griindliche Dialyse diejenigen Verbindungen 
entfernt werden, die die Chininwirkung vereiteln. 

Mischt man nun die gereinigte Magenlipase vom Kaninchen mit 
der ungereinigten (baw. schwach gereinigten) Magenlipase vom Schwein, 
so findet man wieder eine Addition der Wirkungen; falls Fermente 
gleich groBer Wirksamkeit zusammengebracht werden, bleibt nach 
entsprechender Chininbehandlung nur die halbe Wirksamkeit iibrig. 
Ebenso liegen die Verhaltnisse, wenn man gereinigte und ungereinigte 
Magenlipase vom Kaninchen oder gereinigte und ungereinigte Magen- 
lipase vom Schwein miteinander mischt und auf diese Fermentmischung 
Chinin wirken 1aBt. 

Von anderen Tierarten wurden noch Rind, Schaf und Hund unter- 
sucht. Die Magenschleimhaut der beiden ersten Tierarten enthielt 
jedoch so wenig Lipase, daB eine merkliche Wirkung auf Tributyrin 
nicht zu beobachten war. Beim Hunde war die Abnahme der Hemmung 
durch Chinin nach erfolgter Reinigung noch weniger ausgesprochen als 
beim Kaninchen. 

Die Versuche wurden nun auch auf die Lipasen der Leber und 
des Pankreas von Kaninchen, Schwein, Rind und Hammel ausgedehnt 
(Nur bei der Rinderleber waren die Ausbeuten an Lipase so gering. 
da8 eine Priifung der Verhiltnisse dieses Organs nicht méglich war.) 
Die Verarbeitung der Organe war wie bei der Magenschleimhaut. Ver- 
glichen wurde stets der schwach ammoniakalische Auszug der getrock- 
neten und entfetteten Organe (,,ungereinigtes“ Ferment) mit der 
Fermentwirkung, die an dem Ferment nach voraufgegangener Reiniguny 
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durch Essigséurefallung, Elektrodialyse, Kaolinadsorption und Elution 
beobachtet wurde. Untersucht wurde stets bei pq 7; die Zusammen- 
setzung der Mischung war wie oben angegeben. Der angegebene Ver- 
giftungsgrad wurde bei 16 mg Chinin. hydrochlor. (in 61 ccm) gefunden. 

Was das Verhalten des ,,ungereinigten“ Ferments anlangt, so 
konnte das schon friiher beobachtete entgegengesetzte Verhalten von 
Leber- und Pankreaslipase gegen Chinin und Atoxyl wiedergefunden 
werden. Wiahrend die Leberlipase von Kaninchen, Schwein, Hammel 
sich so gut wie unempfindlich gegen Chinin erwies, wird sie von Atoxyl 
ziemlich stark (bis zu 50 bis 60 Proz.) gehemmt!). Umgekehrt wird 
die Pankreaslipase aller der untersuchten Tierarten von Chinin stark 
(bis zu 50 Proz.), von Atoxyl gar nicht beeinfluBt. Vergleicht man 
diese Verhaltnisse mit den an hochgradig gereinigten Fermenten ge- 
wonnenen, so ergibt sich folgendes. Die Chininresistenz der Leberlipase 
bleibt entweder unverindert (wie beim Schwein) oder weicht einer 
geringgradigen Empfindlichkeit, wie beim Hammel und Kaninchen, 
wo Hemmungen bis 30 Proz. gefunden wurden. Hingegen erfuhr die 
Empfindlichkeit der Pankreaslipase gegen Chinin bei den untersuchten 
Tierarten eine unwesentliche Abschwachung auf etwa 40 Proz. Hemmung 
gegen etwa 50 Proz. vorher. 

Was die Vergiftung mit Atoxy! anlangt, so blieb die Pankreas- 
lipase nach wie vor der Reinigung refraktaér gegen das Gift, hingegen 
wird die starke Empfindlichkeit der Leberlipase gegen Atoxyl sehr 
wesentlich (beim Kaninchen etwa 16 Proz., beim Hammel und Schwein 
etwa 30 Proz. Hemmung) vermindert. Auch hier finden wir demnach 
neben mehr oder weniger deutlich ausgesprochenen graduellen Unter- 
schieden in der Giftwirkung vor und nach der Reinigung auch wesentliche 
Unterschiede in dem Verhalten dem Gifte gegeniiber. 

Versuche mit verschiedenen Strychninsalzen fiigen zu dem Gesamt- 
bild nichts Neues hinzu, sollen daher nicht naher mitgeteilt werden. 
Es sei nur erwahnt, daB das refraktiére Verhalten der Leber- und 
Pankreaslipase vom Kaninchen und Rinde in ungereinigtem Zustande 
einer m&Bigen Empfindlichkeit (bis zu 25 Proz. Hemmung) im hoch- 
gereinigten Zustande weicht. 

Mischt man wiederum die gereinigten oder die ungereinigten 
Fermente von abweichender Empfindlichkeit gegen ein Gift miteinander, 
so ist das individuelle Verhalten der einzelnen Fermente stets deutlich 
erkennbar, eine Beeinflussung des einen Ferments durch das andere 
findet demnach nicht statt. 

Es besteht demnach eine ,,physiologische“ Organspezifitat der 
Fermente, die mit der Giftanalyse nachgewiesen werden kann. Ein 


ce 


1) Vgl. P. Rona und R. Pavlovié, diese Zeitschr. 184, 108, 1922. 
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RiickschluB auf die Spezifitét der Fermente selbst auf Grund dieser 
Untersuchungen ist zumindest nicht zwingend. Andererseits haben 
die Untersuchungen von Willsiditter gezeigt, daB selbst so nahe ver. 
wandte Fermente wie die Lipasen des Pankreas, der Leber, des 
Magens verschieden sein miissen, da diese eine untereinander ver. 
schiedene stereochemische Spezifitat besitzen. Diese Befunde sprechen 
sehr eindringlich fiir eine sehr weitgehende Differenzierung der einzelnen 
Fermentarten. 


Zusammenfassung. 


Untersucht man das Verhalten der nach den Willstdtterschen Vor- 
schriften hochgradig gereinigten Lipasen der Magenschleimhaut, der 
Leber und des Pankreas von Kaninchen, Schwein, Rind, Hammel, 
Hund, gegen Chinin und Atoxyl und vergleicht es mit dem Verhalten 
ungereinigten bzw. wenig gereinigten Ferments, so findet man in vielen 
Fallen nur einen qualitativen, mehr oder weniger deutlich aus. 
gesprochenen Unterschied in dem Sinne, daB das gereinigte Ferment 
gegen das Gift etwas weniger empfindlich ist als in ungereinigtem Zu- 
stande. In dieser Weise verhalten sich die Magenlipase vom Kaninchen 
und vom Hunde oder die Pankreaslipase vom Kaninchen, Rind, Hammel, 
Schwein. In einzelnen Fallen sind die Unterschiede jedoch tiefgreifender, 
ihdem das Verhalten des Ferments dem Gift gegeniiber sich wesentlich 
andert. So wird die ungereinigt gegen Chinin refraktaére Magenlipase 
vom Schwein nach weitgehender Reinigung gegen dieses Alkaloid sehr 
empfindlich, wahrend die gegen Atoxy! im ungereinigten Zustande sehr 
empfindliche Leberlipase vom Kaninchen in stark gereinigtem Zustande 
gegen Atoxy] fast unempfindlich ist. Mischt man die einzelnen Ferment- 
arten, die sich gegen ein Gift different verhalten, und behandelt man 
die Mischung mit dem betreffenden Gift, so behailt jedes Ferment in 
der Mischung seine Eigenart dem Gifte gegeniiber bei. Die Begleit- 
stoffe der einzelnen Fermente, die die Giftwirkung wesentlich beein- 
flussen, miissen sehr fest mit dem betreffenden Ferment verankert sein. 


Auszug aus den Protokollen. 


Zusammensetzung in allen Versuchen: 2ccm Fermentlésung, | ccm 
der Giftlésung (oder destilliertes Wasser), 2 ccm Pufferlésung (m/3 Phosphat- 
lésung), 56 cem gesattigte wisserige Tributyrinlésung. Die Konstanten 
der fermentativen Spaltung (berechnet nach der monomolekularen Reaktion) 
3ind mit 10° multipliziert angegeben; die den Konstanten beigegebenen 
Indizes bedeuten Milligramme des betreffenden Giftes in 61 cem Gesamt- 
fliissigkeit. Die in den Klammern angegebenen Zahlen bedeuten die pro- 
zentische Hemmung unter der Einwirkung des im Gemisch vorhandenen 
Giftes. Reinigung 4. Stufe bedeutet: Elution aus der Kaolinadsorption 
nach vorheriger Reinigung durch Essigséurefillung und Elektrodialyse. 








Versuch 1. Kaninchenmagenlipase, ungereinigt. Chininwirkung. 
py 6,05. Untersuchung sofort nach der Vermischung Ferment—Chinin 
k, 7,60, k, 7,31 (3,8 Proz.), ky 5,74 (24,5 Proz.), ky 5,00 (34,2 Proz.), ky 4,19 
(44,7 Proz.). 1 Stunde nach Mischung Ferment—Gift k, 7,25 (4,9 Proz.), 
k, 5,83 (23,3 Proz.). 2 Stunden nach der Mischung k, 6,39 (15,8 Proz.), 
k, 5,76 (24,2 Proz.), ky 5,31 (30,1 Proz.). Dasselbe bei Py 7,06. Direkt 
nach der Mischung k, 5,36, k, 5,14 (4,1 Proz.), k, 3,79 (29,2 Proz.), ky 2.86 
(46,4 Proz.), kg 2,11 (60,6 Proz.). 1 Stunde nach der Mischung k, 4,80 
(10,5 Proz.), k, 3,43 (36,0 Proz.), ky 2,74 (48,9 Proz.). 2 Stunden nach 
der Mischung k, 4,80 (10,5 Proz.), k; 3,43 (36,0 Proz.), ky 2,55 (52,4 Proz.). 

Versuch 2. Kaninchen. Magenlipase, gereinigt (4. Stufe). Chinin- 
wirkung. p,, 6,08. Sofort nach der Mischung fk, 7,49, k, 7,49, k, 7,08 
(5,4 Proz.), ky 6,57 (12,3 Proz.), ky 6,10 (18,5 Proz.). 1 Stunde nach 
der Mischung k, 6,65 (11,2 Proz.), ky 5,92 (20,9 Proz.), ky 5,06 (32,4 Proz.). 

21, Stunden nach der Mischung k, 6,43 (14,1 Proz.), ky 5,77 (22,8 Proz.), 
ky 5,01 (33,1 Proz.). — py 7,00. Sofort nach der Mischung ky 8,15, &, 7,74 
(5,0 Proz.), k; 6,25 (23,3 Proz.), ky 5,39 (33,8 Proz.), ky 4,64 (43,1 Proz.). 

1, Stunde nach der Mischung k, 6,15 (24,5 Proz.), ky 5,38 (34,0 Proz.). 
2 Stunden nach der Mischung k, 5,83 (28,4 Proz.), ky. 5,00 (38,6 Proz.), 
ku 4,37 (46,3 Proz.). 

Versuch 3. Kaninchen. Magenlipase, ungereinigt. Chininwirkung. 
Py 7,06. — 1 Stunde nach der Mischung &, 5,36, &, 4,80 (10,5 Proz.), 
k, 3,43 (36,0 Proz.), ky 2,74 (48,9 Proz.). — 2 Stunden nach der Mischung 
Py 7,06, ky 5,36, k, 4,80 (10,5 Proz.), #, 3,43 (36,0 Proz.), ky, 2,55 (52,4 Proz.). 

Py 6,05. 1 Stunde nach der Mischung 4, 7,60, k, 7,25 (4,9 Proz.), 
k, 5,83 (23,3 Proz.). 2 Stunden nach der Mischung 7,60, k, 6,39 
(15,8 Proz.), ks 5,76 (24,2 Proz.), ky 5,31 (30,1 Proz.). 

Versuch 4. Kaninchen. Magenlipase, gereinigt (4. Stufe). Chinin- 
wirkung. p, 7,00. Sofort nach der Mischung k, 8,15, k, 6,15 (24,5 Proz.), 
ky 5,38 (34,0 Proz.). 2 Stunden nach der Mischung &, 8,15, k, 5,83 
(28,4 Proz.), ky» 5,00 (38,6 Proz.), ky 4,37 (46,3 Proz.). Py 6,08. 1 Stunde 
nach der Mischung k, 7,49, k, 6,65 (11,2 Proz.), ky 5,92 (20,9 Proz.), 
ky 5,06 (32,4 Proz.). 

Versuch 5. Kaninchenmagenlipase, ungereinigt. Chininwirkung. 
Py 6,03. — ky 6,76, k, 6,14 (9,2 Proz.), &,5,47 (19,1 Proz.), ky 4,54 
(32,8 Proz.), ky» 3,87 (42,8 Proz.). 14 Stunde nach der Mischung ky. 3,67 
(45,7 Proz.). — 2 Stunden nach der Mischung k,, 3,40 (49,7 Proz.). 

Py 7,05. hy 4,51, k, 3,75 (16,8 Proz.), k, 3,17 (29,7 Proz.), ky» 2,67 (40,8 Proz.), 
ky 2,26 (50,0 Proz.). 2 Stunden nach der Mischung /,,. 2,26 (50,0 Proz.), 
kop 1,92 (57,4 Proz.). 

Versuch 6. Kaninchenmagenlipase, gereinigt (4. Stufe). Chininwirkung. 
Py 7,10. Sofort nach der Mischung &, 8,11, &, 7,24 (10,7 Proz.), 
k, 6,39 (21,2 Proz.), ky 5,19 (36,0 Proz.), ky 4,43 (45,4 Proz.). 1 Stunde 
nach der Mischung k, 8,11, k, 7,18 (11,5 Proz.), k, 6,16 (24,0 Proz.), ky 4,91 
(39,4 Proz.), ky 4,23 (47,7 Proz.). 2 Stunden nach der Mischung k, 7,20 
(11,2 Proz.), k, 6,31 (22,2 Proz.), ky 4,80 (40,8 Proz.), ky» 4,14 (48,9 Proz.). 


Versuch 7. Schweinemagenlipase, ungereinigt. Chininwirkung. p, 6,10. 
Sofort nach der Mischung k, 6,54, k, 6,54, k,-.. 7,08 (8,2 Proz. Aktivierung). 
1 Stunde nach der Mischung, wie sofort nach der Mischung. 2 Stunden 
nach der Mischung k, bis ky 6,17 (5,6 Proz.). py 7,04. Sofort nach der 
Misehung k, 7,97, k,~29 7,97. 1 Stunde nach der Mischung, wie sofort. 
2 Stunden nach der Mischung *,- 9 7,97, Ky 7.41 (7.0 Proz.). 
Biochemische Zeitschrift Band 167. 12 
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Versuch 8. Schweinemagenlipase, gereinigt (4. Stufe). Chininwirkuny. 
Py 6,08. — ky 6,35, ky-5 6,35, ky 5,71 (10,1 Proz.), ky 5,41 (14,8 Proz.). 

1 Stunde nach der Mischung &, 5,56 (12,4 Proz.), ky 4,74 (25,3 Proz.), 
kyu 4,24 (33,2 Proz.). —- 2 Stunden nach der Mischung k, 5,82 (8,3 Proz.), 
k, 4,56 (28,2 Proz.), ky 3,96 (37,6 Proz.), ky 3,96 (37,6 Proz.). py, 7.00. 
Sofort nach der Mischung k, 7,93, k, 7,93, k; 7,32 (7,8 Proz.), ky 6,22 
(21,6 Proz.), key 4,85 (38,8 Proz.). — 1 Stunde nach der Mischung k, 6,27 
(20,9 Proz.), ks 4,80 (30,9 Proz.), ky 4,05 (40,8 Proz.), ky 3,85 (51,8 Proz.). 
~ 2 Stunden nach der Mischung k, 5,86 (26,1 Proz.), k, 4,75 (40,1 Proz.), 
ky 3,71 (53,2 Proz.). 

Versuch 9. Schweinemagenlipase, ungereinigt. Chininwirkung. 
Py 6,98. Sofort nach der Mischung &, 7,77, ks 9,52 (Aktivierung), 
ku 7,52 (2,9 Proz.). — 1 Stunde nach der Mischung k,-,. 9,25 (19,0 Proz. 
Aktivierung), ky) 7,52 (2,9 Proz.). 

Versuch 10. Schweinemagenlipase, gereinigt (4. Stufe). Chininwirkung. 
Py 6,98. Sofort nach der Mischung k, 6,98, &, 6,75 (3,3 Proz.), k, 6,12 
(12,3 Proz.), ky 5,70 (18,3 Proz.), ky 4,19 (40,0 Proz.). — 1 Stunde nach 
der Mischung k, 6,11 (12,5 Proz.), ky 5,58 (20,1 Proz.), ky») 3,65 (47,7 Proz.). 

Versuch 11. Mischung von ungereinigter Magenlipase vom Kaninchen 
und vom Schwein. Chininversuch. Py 6,99. — F(erment) vom Kaninchen 
0,5 cem, oder F(erment) vom Schwein 0,5 cem, oder Ferment vom Schwein 
0,5cem + 10mg Chinin. hydrochl. k 4,57; F(erment) vom Kaninchen 
0,5 ccm + F(erment) vom Schwein 0,5cem + 10mg Chinin. hydrochl. 
k 5,09. — Kaninchen-F 1,0 cem oder Schweine-F 1,0 cem, oder Kaninchen-F 
+ Schweine-F je 0,5cem k 7,51; Schweine-F 1,0cem + 10mg Chinin. 
hydrochl. 8,29. ‘ 

Versuch 12. Mischung von ungereinigter Magenlipase vom Kaninchen 
und vom Schwein. Ch(inin)versuch. p, 6,98. Kaninchen-F 0,5 cem oder 
Schweine-F 0,5 ccm k 4,51; Schweine-F 0,5 cem + 20 mg Ch(inin) k 4,10; 
Kaninchen-F 0,5 ccm + Schweine-F 0,5ccm + 20mg Ch k 4,35. 
Kaninchen-F 1,0 ccm oder Schweine-F 1,0 cem oder Kaninchen-F 0,5 ccm 
+ Schweine-F 0,5ccm oder Schweine-F 1,0ccm + 20mg Ch & 7,50. 

Versuch 13. Mischung von ungereinigter Magenlipase vom K(aninchen) 
und vom Sch(wein). Ch(inin)versuch. p, 6,98. — K-F 0,5 cem oder Sch-F 
0,5cem oder Sch-F 0,5cem + 10mg Ch oder K-F 0,5 cem + Schw-F 
0,5cem + 10mg Ch & 4,70. —- K-F 1,0 com oder Sch-F 1,0 cem oder 
K-F 0,5 cem + Sch-F 0,5 cem oder Sch-F 1,0 com + 10 mg Ch k 7,80. 

Versuch 14. Mischung von gereinigter Magenlipase vom Kaninchen 
und halb gereinigter Magenlipase vom Schwein. p, 7,07. — K-F 0,5 ccm 
oder Sch-F 0,5 com oder Sch-F 0,5 cem + 6 mg Ch k 3,30. —- K-F 0,5 ccm 
+ Sch-F 0,5 cem + 6mg Ch & 5,61. — K-F 0,5 cem + 6mg Ch k 2,66. 

K-F 1,0 ccm + 6 mg Ch k 4,33. — K-F 1,0 ccm oder Sch-F 1,0 ccm 
oder K-F 1,0 ccm + Sch-F 1,0 cem + 6 mg Ch oder K-F 0,5 com + Sch-F 
0,5cem k6,80. 

Versuch 15. Mischung von gereinigter Magenlipase vom Kaninchen 
und halb gereinigter Magenlipase vom Schwein. p,, 7,04. —- K-F 0,5 ecm 
+ oder Sch-F 0,5cem oder Sch-F 0,5 cem + 6mg Ch & 3,30. — K-F 
0,5 com + 6 mg Ch k 2,61. — K-F 0,5 cem + Sch-F 0,5 com + 6 mg Ch 
k 5,15. 


K-F 1,0 ccm oder Sch-F 1,0 ccm oder K-F 0,5 cem + Sch-F 0,5 ccm 
oder Sch-F 1,0ccm + 6mg Ch k 6,85. 
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Versuch 16. Chininversuch. Kaninchenleberlipase, ungereinigt, gegen 
Ch refraktér. Gereinigt (4. Stufe). p,, 6,99. — ky 8,53, k, 8,21 (3,7 Proz.), 
k, 7,64 (10,4 Proz.), k, 7,02 (17,4 Proz.), ky. 5,99 (29,8 Proz.). 

Versuch 17. Chininversuch. Kaninchenleberlipase, gereinigt (4. Stufe). 
Py 6,99. — ky 8,72, k, 8,20 (5,9 Proz.), k, 7,52 (13,8 Proz.), k, 6,86 (21,3 Proz.). 
ky, 5,82 (33,2 Proz.). 

Versuch 18. Atoxylversuch. Kaninchenleberlipase, ungereinigt. 
Py 712.— ko 7,54, k, 6,15 (18,4 Proz.), k, 5,15 (31,7 Proz.), ky 3,85 (48,9 
Proz.), ky 3,07 (59,3 Proz.). 

Versuch 19. Atoxylversuch. Kaninchenleberlipase, ungereinigt. 
Py 712. — ky 7,66, k, 6,32 (17,5 Proz.), k, 5,30 (30,8 Proz.), k, 4,20 (45,2 
Proz.), ky 3,45 (55,0 Proz.). 

Versuch 20. Atoxylversuch. Kaninchenleberlipase, gereinigt (4. Stufe). 
Py 7,04. — Ko-4 8,64, k, 7,65 (9,0 Proz.), ky, 6,92 (17,7 Proz.). 

Versuch 21. Atoxylversuch. Kaninchenleberlipase, gereinigt (4. Stufe). 
6,99. —- Ko-, 7,64, k,, 6,39 (16,4 Proz.). 

Versuch 22. Chininversuch. Kaninchenpankreaslipase, ungereinigt. 
Dy 7,05. — ky 7,38, k, 6,55 (11,1 Proz.), ky 5,74 (22,2 Proz.), ky 5,05 
(31,4 Proz.), ky, 4,18 (44,5 Proz.). 

Versuch 23. Chininversuch. Kaninchenpankreaslipase, ungereinigt. 
Py 7,05. — ky 7,60, k, 6,85 (9,8 Proz.), k, 5,95 (21,7 Proz.), k, 5,14 
(32,4 Proz.)}, ky, 4,32 (43,2 Proz.). 

Versuch 24. Chininversuch. Kaninchenpankreaslipase, gereinigt 
(4. Stufe). p , 7,00. — ky 8,24, k, 7,44 (9,7 Proz.), k, 6,50 (21,1 Proz.), 
k, 5,73 (30,5 Proz.), ky, 4,97 (39,6 Proz.). ‘ 

Versuch 25. Stryclminversuch (Strychn. sulf.). Kaninchenpankreas- 
lipase, ungereinigt, gegen das Gift refraktaér. Gereinigt (4. Stufe). p,, 7,00. 

ky-, 8,04, ky 7,72 (4,0 Proz.), kg 7,18 (10,7 Proz.), ky, 6,41 (20,3 Proz.). 

Versuch 26. Strychninversuch (Strychn. sulf.). Kaninchenleberlipase, 
ungereinigt, refraktaér. Gereinigt (p, 7,04). — ky 7,64, k,7,05 (7,6 Proz.), 
k, 6,36 (16,7 Proz.), ky. 5,63 (26,3 Proz.). 

Versuch 26. Chininversuch. Schweineleberlipase, ungereinigt, gegen 
Ch refraktér. Gereinigt (4. Stufe). p,, 7,0. — k 5,12, k, 6,09 (18,9 Proz. 
aktiviert), k,_,, 6,81 (33 Proz. aktiviert). 

Versuch 27. Atoxylversuch. Schweineleberlipase, ungereinigt. p,, 6,95. — 
ky 7,42, k, 6,66 (10,2 Proz.), k, 5,89 (20,6 Proz.), 4,57 (38,4 Proz.), 
ky, 3,54 (52,3 Proz.). 

Versuch 28. Atoxylversuch. Schweineleberlipase, ungereinigt. 
Py 6,95. — ky 7,41, k, 6,60, (10,9 Pvroz.), k, 5,67 (23,4 Proz.), k, 6,68 
(36,8 Proz.), ky, 3,66 (50,6 Proz.). 

Versuch 29. Atoxylversuch. Schweineleberlipase, gereinigt (4. Stufe). 
Py 7,09. — ky 6,05, k, 6,05, ky 5,65 (6,6 Proz.), ky 5,14 (15,0 Proz.), ky, 4,63 
23,5 Proz.). 

Versuch 30.  Strychninversuch (Strychnin, jodic.). Schweineleber, 
ungereinigt. p,, 6,97. — kp 7,62, k, 6,00 (21,3 Proz.), k, 4,56 (40,2 Proz.), 
k, 3,77 (50,5 Proz.), ky, 2,50 (67,2 Proz.). 

Versuch 31. Strychninversuch (Strychnin. jodic.). Schweineleber, 
gereinigt. p,, 7,07. — k, 8,00, k, 7,25 (9,4 Proz.), k,6,49 (18,9 Proz.), 
ky, 6,11 (23,6 Proz.). 

Versuch 32. Chininversuch. Schweinepankreas, ungereinigt. p, 7,04. 
ky 7,27, k, 6,46 (11,1 Proz.), k, 5,58 (23,2 Proz.), k, 4,43 (39,2 Proz.), 
ky, 3,61 (50,3 Proz.). 
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Versuch 33. Chininversuch, Schweinepankreas, ungereinigt. p,, 7,(4 
ko 8,92, k, 8,05 (9,8 Proz.), k, 7,28 (17,1 Proz.), k, 6,24 (30,0 Proz.), 
ky, 5,19 (41,8 Proz.). 

Versuch 34. Chininversuch. Schweinepankreas, gereinigt (4. Stufe) 
Py 7,02. - ky 7,27, k, 6,90 (5,1 Proz.), ky 6,36 (12,5 Proz.), k, 5.64 
(22,4 Proz.), ky, 4,67 (35,8 Proz.). 

Versuch 35. Chininversuch. Schweinepankreas, gereinigt (4. Stute) 
Pu 7,02. — ky, 10,31, k, 9,30 (9,8 Proz.), k, 8,58 (16,8 Proz.), k,. 7.53 
(26,8 Proz.). 

Versuch 36. Chininversuch. Schweinepankreas, ungereinigt. p,, 7,04 
ky 7,84, &, 7,05 (10,1 Proz.), k,6,12 (21,9 Proz.), k, 5,06 (35,5 Proz.), 
kyg 4,17 (46,8 Proz.). 

Versuch 37. Strychninversuch (Strychnin. jodic.). Schweinepankreas, 
ungereinigt, ist strychninunempfindlich. Gereinigt (4. Stufe).  ky_, 6,79, 
ky, 6,07 (10,6 Proz.). 

Versuch 38. Chininversuch. Rinderpankreas, ungereinigt. p, 7,07. 
ky 9,81, &, 8,35 (14,8 Proz.), k, 6,70 (31,7 Proz.), k, 5,30 (45,9 Proz.), 
ky, 4,28 (56,2 Proz.). 

Versuch 39. Chininversuch. Rinderpankreas, ungereinigt. p,, 7,07. - 
ky 10,20, k, 8,30 (18,6 Proz.), k, 6,24 (38,8 Proz.), k, 4,86 (52,3 Proz.), 
ky, 3,76 (63,1 Proz.). 


Versuch 40. Chininversuch. Rinderpankreas, gereinigt (4. Stufe). 
Py 7,11. — ky 8,16, k, 7,24 (11,3 Proz.), ky 6,20 (24,0 Proz.), k, 5,57 
(31,7 Proz.), ky, 4,84 (40,7 Proz.). 

Versuch 41. Chininversuch. Rinderpankreas, gereinigt (4. Stufe). 
Py 7,11. — ky 8,10, k, 7,35 (9,7 Proz.), k, 6,31 (22,0 Proz.), ky 5,57 
(31,2 Proz.), ky, 4,98 (38,5 Proz.). 

Versuch 42. Chininversuch. Rinderpankreas, gereinigt (4. Stufe) 
Py 7,11. — ky 8,16, k, 7,24 (11,3 Proz.), k, 6,20 (24,0 Proz.), k, 5,57 


(31,7 Proz.), ky, 4,84 (40,7 Proz.). 

Versuch 43. Atoxylversuch. Rinderpankreas, gereinigt wie ungereinigt, 
gegen Atoxyl unempfindlich. 

Versuch 44. Strychninversuch (Strychnin. jodic.). Rinderpankreas, 
ungereinigt. py 7,07. ky 9,22, k, 8,29 (10,1 Proz.), &, 7,11 (22,9 Proz.). 
k, 6,02 (34,7 Proz.), ky, 5,16 (44,1 Proz.). 

Versuch 45. Strychninversuch (Strychnin. jodic.). Rinderpankreas, 


gereinigt. py, 7,11. k, 6,48, k, 5,88 (9,2 Proz.), ky 5,47 (15,6 Proz.) 
Versuch 46. Chininversuch. Hammelleberlipase, ungereinigt, ist gegen 
Chinin unempfindlich. Gereinigt (4. Stufe). py 7,12. -—— ky 7,14, k, 6,27 


(12,2 Proz.), ky, 5,56 (22,1 Proz.). 
Versuch 47. Chininversuch. Hammelleberlipase, gereinigt (4. Stufe) 


Py 7,12. — ky 6,95, ky 6,24 (10,2 Proz.), k, 5,81 (16,4 Proz.), ky, 5.43 
(21,9 Proz.). 
Versuch 48. — Chininversuch. Hammelpankreaslipase, ungereinigt 


Py 7,14. — ky 9,73, k, 9,00 (7,5 Proz.), ky 8,23 (15,4 Proz.), k, 6,94 (28,6 Proz.), 
ky, 5,62 (42,2 Proz.). 

Versuch 49. Chininversuch. Hammelpankreaslipase, ungereinigt 
Py 7,14. — ky 9,98, k, 9,27 (7,2 Proz.), k, 8,08 (19,1 Proz.), k, 6,75 
(32,4 Proz.), ky, 5,44 (45,5 Proz.). 

Versuch 50. Chininversuch. Hammelpankreaslipase, gereinigt (4. Stufe) 
Py 7,10. — ky 8,30, k, 7,99 (3,7 Proz.), ky 7,02 (15,4 Proz.), k, 6,29 (24,4 Proz.), 
ky, 5,34 (35,6 Proz.). 
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Versuch 51, Chininversuch. Hammelpankreaslipase, gereinigt (4. Stufe). 
py 7.10. — ky 8,37, k, 8,01 (4,2 Proz.), ky 7,46 (10,9 Proz.), k, 6,24 (25,4 Proz.), 
k,, 5,04 (39,9 Proz.). 

Versuch 52. Atoxylversuch. Hammelpankreaslipase, gereinigt wie 
ungereinigt, ist gegen Atoxyl unempfindlich. 

Versuch 53. Strychninversuch (Strychnin. sulf.). Hammelpankreas- 
lipase, ungereinigt, gegen Strychnin unempfindlich. Gereinigt. Py 7,10. — 
ky, 8,77, kg 8,17 (6,9 Proz.), k, 7,43 (15,3 Proz.), ky 6,71 (23,5 Proz.). 

Versuch 54. Strychninversuch (Strychnin. sulf.). Hammelpankreas- 
lipase, gereinigt. p,, 7,10. — ky, 9,01, k, 8,20 (8,9 Proz.), k, 7,69 
(14,5 Proz.), ky, 6,99 (22,4 Proz.). 

Versuch 55. Atoxylversuch. Hammelleberlipase, ungereinigt. p,, 7,04. 

k, 8,18, &, 6,79 (16,9 Proz.), k, 5,94 (27,4 Proz.), k, 5,25 (35,8 Proz.), 
ky, 4,67 (42,7 Proz.). 

Versuch 56. Atoxylversuch. Hammelleber, ungereinigt. p, 7,04. 
ky 8,55, &, 7,08 (10,2 Proz.), k, 6,03 (29,0 Proz.), k, 5,35 (37,2 Proz.), 
ky, 4,62 (45,9 Proz.). 

Versuch 57. Atoxylversuch. Hammelleber, gereinigt. p,, 7,12. 
ky 7,21, ky 6,28 (12,9 Proz.), ky 5,59 (22,5 Proz.), ky. 5,06 (29,8 Proz.). 

Versuch 58. Strychninversuch (Strychnin. sulf.). Hammelleber, 
ungereinigt, ist gegen Strychnin unempfindlich. Gereinigt (4. Stufe). 
Py 7,09. — ky 7,42, k, 6,81 (8,2 Proz.), k, 6,16 (16,9 Proz.), ky, 5,06 
(31,8 Proz.). 

Versuch 59. Strychninversuch (Strychnin.  sulf.). Hammelleber, 
gereinigt (4. Stufe). py 7,09. — kh, 7,62, k, 6,87 (9,9 Proz.), k, 5,95 
(21,9 Proz.), ky, 5,01 (34,3 Proz.). 

Versuch 60. Mischungsversuch von ungereinigter P(ankreas)- und 
L(eberlipase) vomm Schwein gegen A(toxy!) (10 mg). py 7,07. —- P-F(erment) 
0,5cem oder L-F 0,5 cem, oder P-F 0,5cem +Atoxyl k 3,04. P-F 
0,5cem + P-F 0,5 cem + Atoxyl k 4,76. — L-F 0,5 cem + Atoxyl & 1,71. 

P-F 1,0 cem oder L-F 1,0 cem oder P-F + L-F je 0,5 cem, oder P-F 
1,0cem + Atoxyl k 7,0; L-F 1,0 ccm + Atoxyl k 3,93. 

Versuch 61. Mischungsversuch von ungereinigter P(ankreas)- und 
L{eber)lipase vom Schwein gegen Chinin (10 mg). pg, 7,0. P-F 0,5 com 
oder L-F 0,5cem oder L-F 0,5 cem + Chin. & 2,93. P-F 0,5 cem 
+ Chinin & 1,95. — P-F 0,5 cem + L-F 0,5 cem + Chinin & 5,50. 

P-F 1,0 ccm, oder L-F 1,0cem oder L-F 0,5 cem + P-F 0,5 ccm, 
oder L-F 1,0 cem + Chinin & 7,0. 

Versuch 62. Mischungsversuch von gereinigter P(ankreas)- und L(eber)- 
lipase vom Schwein gegen Atoxyl (10 mg). p, 7,11. P-F 0,5 cem oder 
L-F 0,5 cem oder P-F 0,5 cem + Atoxyl k 4,0. L-F 0,5 cem + Atoxyl 
k 3,44. — P-F 0,5cem + L-F 0,5 cem + Atoxyl k 6,80. 

P-F 1,0 cem oder L-F 1,0 cem oder P-F 0,5 cem + L-F 0,5 cem oder 
P-F 1,0cem + Atoxyl k 8,02. 

Versuch 63. Mischungsversuch von _ gereinigter Leberlipase vom 
K(aninchen) und vom Sch(wein) gegen Chinin (10 mg). py 7,07. — K-F 
0,5cem oder Sch-F 0,5cem oder Sch-F 0,5 cem + Chinin & 3,04. 
K-F 0,5 cem + Chinin & 1,64. K-F 0,5 cem + Sch-F 0,5 com + Chinin 
k 5,0. 

K-F 1,0 cem + Chinin k 4,03, K-F 1,0 cem oder Sch-F 1,0 cem, oder 
Sch-F 1,0cem + Chinin k 6,40. 








Uber den Einflus der Temperatur auf die koagulierende Wirkung 
einiger Alkalisalze auf das Pflanzenplasma. VIII. 


Von 
Hugo Kaho. 


{Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium des botanischen Instituts 
der Universitat Tartu (Dorpat).] 


(Eingegangen am 22. Oktober 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Ich habe die koagulierende (tédliche) Wirkung der Neutralsalze 
auf das Pflanzenplasma bei konstanter Temperatur untersucht!). Diese 
Temperatur war in den meisten Fillen eine gewéhnliche Zimmer. 
temperatur. In der vorliegenden Mitteilung werde ich iiber den Einflus 
derjenigen Temperaturen (0 bis 36°), die fiir das Leben noch nicht 
gefahrlich sind, auf die tédliche Wirkung der Salze auf das Pflanzen. 
plasma berichten. 


Versuche. 


Zu den Versuchen dienten die Flachenschnitte der Blattepidermis von 
Rotkohl (Blattoberseite) und bei wenigen Versuchen von Rhoeo discolor 
(Blattunterseite). Es wurden in die zu untersuchenden Lésungen iiber 
100 gleiche kleine viereckige Schnitte gebracht und in gewissen Zeit- 
abschnitten (s. Tabellen) je zehn Schnitte herausgenommen und das Prozent 
der lebenden Zellen durch die Plasmolyse bestimmt. Alle Schnitte, die bei 
einem Versuch verwandt wurden, stammten von demselben Blatt. 

Die Lésungen wurden aus den Kahlbauwmschen Praparaten (,,Zur 
Analyse“‘) hergestellt. 

Es wurde die Salzwirkung bei fiinf bis sechs verschiedenen Temperaturen, 
die in den Tabellen angegeben sind, gepriift. Alle Probierzylinder (auber 
dem bei 0°) mit den Lésungen wurden in Schalen gestellt, die mit Wasser 
(1 Liter) gefiillt waren, um den Temperaturschwankungen vorzubeugen. 

Die niedrigste Temperatur 0° wurde durch das Einstecken des Probier- 
zylinders in den schmelzenden Schnee erzielt, in einem Raume, dessen 
Temperatur zwischen 3 bis 5° schwankte. 

Eine Schale mit Wasser in demselben Raume diente zur Herstellung 
der Temperatur von 3 bis 5°. In gleicher Weise wurden in anderen Raumen 
die Temperaturen 8 bis 9°, 12 bis 13° usw. erhalten. 

Fiir die bei den Versuchen héchste Temperatur 35 bis 36° diente ein 
Thermostat. 

Dadurch, daBS die Salzlésungen in geniigend groBe Wassermengen 
eingetaucht waren, waren die Temperaturschwankungen ziemlich klein, 


') Diese Zeitschr. 120, 125, 1921; Acta et Comm. Univ. Dorpat, A., 
5, 4, 1924. 
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durchschnittlich etwa 1°, in Ausnahmefallen 11, bis 2°. Im letzteren Falle 


wurde die Temperatur durch ZugieBen von kalterem bzw. warmerem 
Wasser sofort reguliert. 


Tabelle 1. Versuchspflanze: Rotkohl. 





Die Zeit des Aufenthalts Temperatur in °C 
der Schnitte — ——_—_—__—-— - 
in den Lésungen . 22—23 12—13 


KNO, 0,8 Mol. 
30 Min. 100,0 100.0 100.0 100.0 
1 Std. 100,0 100,0 100,0 100,0 
1 Std. 30 Min. 100,0 100,0 100,0 100,0 
2 Stdn, 100,0 100,0 100,0 100,0 
2 Stdn. 30 Min. 100.0 100,0 100.0 100,0 
3 Stdn. 100,0 100,0 100,0 100,0 
3 Stdn. 30 Min. 100.0 100,0 100.0 100,0 
4 Stdn. f 100.0 100,0 100,0 100,0 
a f 92.5 100.0 100,0 100,0 
6 95,0 100,0 100,0 100,0 

16,5 30.0 80,0 100.0 100,0 

18 5.0 90,0 100.0 100.0 

20 25 87.5 100.0 100.0 

24 0 92.5 100,0 100,0 

400 , — 45,0 97,5 | 100,0 

488 Cy joa 45.0 90.0 100,0 

Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 

Die Tabelle I zeigt, daB die koayulierende Wirkung des K-Nitrats bei 
allen untersuchten Temperaturen eine verschiedene ist. Bei 35 bis 36° beginrit 
das Absterben der Zellen nach 30 Minuten, die Prozentzahl der lebenden 
Zellen in den Schnitten yu 
nimmt fast regelmaGig ab, [ieee 
bis nach etwa 5 Stunden alle \ a 
Zellen absterben. 

Bei 22 bis 23° beginnt 
das Absterben der Zellen erst 
nach 5stiindigem Aufenthalt 
in der Lésung und dauert 
bis zu 24 Stunden. 

Bei 12 bis 13° sind nach 
48 Stunden noch 45 Proz. 
der Zellen am Leben, das Ab- 
sterben beginnt hier etwa 
nach 10 Stunden, wahrend 
bei 4 bis 5° erst nach 
24stiindigem Aufenthalt der 
Schnitte in den Lésungen 
eine unbetriichtliche Anzahl 
der Zellen geschadigt wird. 

Bei 0° sind alle Schnitte im Laufe von 48 Stunden intakt. 

Wir sehen also, wie die koagulierende Wirkung des Salzes in der Richtung 
von den niederen Temperaturen zu héheren fast regelmaéSig zunimmt. 

Es sei hier darauf hingewiesen; daB das Rotkohlplasma eine sehr groBe 
Widerstandsfahigkeit gegen die Salze besitzt. 

Die Kurven der Abb. | veranschaulichen uns die Daten der Tabelle I. 
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Ungetahr dieselben Resultate ergaben andere Kaliumsalze, die ni«\)t 








giftiger sind als das Nitrat. Es seien hier noch die Versuche mit Kalivry. ze 
chlorid und -sulfat angefiihrt. ind 
Tabelle 11. 
Versuchspflanze: Rotkohl. pee 
Die Z 
Die Zeit des Aut- Temperatur in °C : 
enthalts der Schnitte — 
in den Lésungen 35—™ 22—23 12—13 8-9 3-4 0 
KCl 0.8 Mol. 
1 Std. 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 
14 Stdn. 5,0 70,0 100,0 100,0 100,0 100.0 
mi 0 40,0 100,0 100,0 100,0 100.0 
oe -— 40,0 92.5 92.5 100,0 100.0 
et iw —— 22,5 67,5 92.5 100,0 100.0 
2 =, — 5,0 67,5 90,0 100,0 100.0 l 
ae? - — 0 10,0 57,5 100.0 100.0 
— — 5,0 52.5 100,0 100,0 2 | 
= _ — 0 20,0 70,0 100,0 2 
400 , — — — 17,5 50,0 100,0 3 
a — — — 2.5 35,0 100.0 
49 =, —_— — — 0 30,0 100.0 
62 . _ -- — — 12,5 75.0 
a — — —_ 0 7,5 ang 
K,S0, 0,8 Mol. = 
1 Std. 100,0 100,0 | ‘100.0 100,0 100,0 100.0 = 
14 Stdn. 25 ' 360 | 925 100,0 100,0 100.0 
16 0 75 87,5 100,0 100,0 100,0 Am 
gs . — 5,0 50,0 92.5 100,0 100.0 bis 
+ 20.=(« -- 25 | 450 87,5 100,0 100,0 der 
; 3 . — 0 25,0 825 _ 1000 100,0 
: _ « _— — 17,0 775 100,0 100,0 at 
| a _ — 12.5 52,5 100.0 1000 ; 
40 , — — 0 42.5 92,5 100.0 
@ « —- — 10,0 90,0 100,0 
49 , — — _ 0 77,5 100.0 <—m 
62 , —_ -- -- — 37,5 95,0 Die 7 
 —_ — — —_ _— 5,0 55,0 
Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsp t der lebenden Zellen in 10 Schnitten. . 
Die koagulierende Wirkung beider Salze (Tabelle Il) wird durch die 





Temperatur in ziemlich gleicher Weise beeinfluBt. Bei 35 bis 36° starben 
in beiden Lésungen die Zellen im Laufe von 14 Stunden ab. 

Bei 22 bis 23° geht das Absterben am Anfang in K-Sulfat etwas schneller 
als in -chlorid, doch sind nach 20 Stunden in keiner Lésung-mehr lebende 
Zellen vorhanden. 

Bei 12 bis 13° ist die tédliche Wirkung der Lésung schon viel schwacher, 
die letzten Zellen sterben in den Schnitten nach 27 bzw. 38 Stunden ab. 

Bei 3 bis 4° beginnt das Absterben der Zellen erst nach 27 
bzw. 38 Stunden, wahrend bei 0° erst am Ende des Versuchs Schadigungen 
in den Schnitten vorkommen. 

Somit zeigt sich in den angefiihrten Versuchen eine sehr regelmiilive 
Abnahme der Giftigkeit der Salze mit der Abnahme der Temperatur von 
36 bis 0°: bei 0° ist die Aktivitat der Salze die geringste, bei 36° die grébte 
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Ein abweichendes Verhalten bei denselben Temperaturbedingungen 
veiwen die auf das Plasma energischer wirkenden Salze, wie die Rhodanide 
ind Jodide. 


Tabelle 111. Versuchspflanze: Rotkohl. 





Die Zeit des Aufenthalts Temperatur in °C 
der Schnitte ~~ ~~ in Sat tea 
on den Lésungen 23—24 12—13 


KCNS 05 Mol. 

15 Min. 95, | 100,0 100.0 87.5 100.0 
0 . 97,5 100.0 100.0 —_— 
~~ 90,0 100,0 100,0 80.0 
is 95,0 100,0 100,0 — 

. 92.5 95,0 100.0 70,0 

Std. ’ 97,5 97,5 70,0 65,0 

1 Std. 30 Min. 5, 97.5 975 67,5 32.5 
2 Stdn. 2, 975 975 . 65,0 35.0 
Stdn, 30 Min. 97.5 100.0 50.0 25.0 
Z ‘ 92.5 85,0 55,0 27,5 
— ne 95.0 87,5 40.0 15,0 


Jede Zahi bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten. 


2 
2 
3 


Wir sehen aus der Tabelle III, daB nicht nur die bei den Versuchen 
angewandte hohe Temperatur (35 bis 36°) einen schidlichen Einflu8 auf 
die Zellen hat, sondern auch die niedrigere (5 bis 6 und 0°) ziemlich ungiinstig 
wirkt. : 

Bei 0° sind am Ende des Versuchs nur noch 15 Proz. der Zellen am Leben. 
Am giinstigsten sind hier die mittleren Temperaturen 23 bis 24° und 12 
bis 13°, bei welchen nach dem AbschluB des Versuchs etwa 8 bis 15 Proz. 
der Zellen in den Schnitten abgestorben waren. 

Noch besser tritt die Eigentiimlichkeit des eben geschilderten Tempe- 
ratureinflusses in Na-Rhodanid- und K-Jodidlésung hervor. 


Tabelle IV. Versuchspflanze: Rhoeo discolor. 





Die Zeit des Aufenthalts Temperatur in °C 
Schnitte - ——————— ———_———____——- 
in den Lésungen 35—% 22—23 14—15 9—10 


el a a ». » - ., 


NaCNS 0,25 Mol. 


10 Min. 100,0 100.0 100,0 100.0 
30—( 95,8 1000 100,0 100,0 
1 Std. 91.9 100.0 100.0 100.0 
2 Stdn. 39,4 100,0 100,0 100,0 
35,0 | 1000 100.0 100,0 
23,9 92,7 100.0 100,0 
27,3 100.0 100.0 
63 . 1000 . 1000 
0 32. 100.0 100.0 
95.0 100.0 
515 84.8 
24.9 91,2 
14,5 76.6 
68 706 
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Die Zeit des Aufenthalts Temperatur in °C 
der Schnitte - ————__—_—_———- 
in den Lésungen | 35-36 22—23 14-15 9—10 4—5 0 


KJ 0,8 Mol. Versuchspflanze: Rotkraut. 


5 Min, 90,0 95,0 100,0 100.0 | 1000 100.0 

1b , 42.5 7,5 100,0 100,0 100,0 90,0 

20 =, 25,0 85,0 100,0 100,0 100,0 57,5 

30 15,0 82,5 100,0 100,0 100,0 40,0 

45, 5,0 60,0 100.0 1000 | 1000 22.5 

1 Std. 2.5 70,0 80,0 100,0 100,0 17,5 

| Std. 20 Min. 0 57,5 77,5 1000 52,5 5.0 

l- oe -- 27,5 80,0 97,5 50,0 25 
2 Stdn. _ 17,5 67.5 775 55,0 0 
2 Stdn, 30 Min. — 0 52,5 67,5 37,5 — 
3 Stdn. — — 52,5 67,5 25,0 -- 
4 Stdn. 30 Min. _— — 30,0 55,0 10,0 — 
6 Stdn. _ -_ 27,5 57,5 0 am 


Jede Zahl bedeutet das Durchschnittsprozent der lebenden Zellen in 10 Schnitten 


Die verhaltnismaBig giinstigste Temperatur fiir die Zellen (Tabelle LV 
ist hier 9 bis 10°. In den Salzlésungen bleiben bei diesen Bedingungen nac) 
25 Stunden 70 bzw. 55 bis 57 Proz. der Zellen am Leben. Ein Sinken der 
Temperatur von 10 bis 0°, sowie das Steigen von 10 bis 23° férdert fast 
in gleicher Weise die koagulierende Wirkung der Salze. In K-Jodidlésung 
férdert die niedrige Terperatur (von 10 bis 0°) die Giftigkeit der Salze 
etwas mehr als die héhere (von 10 bis 23°). In Na-Rhodanidlésung steigt 
aber diese Wirkung in beiden Richtungen von dem giinstigen Mittelpunkt 
(10°) ziemlich gleichmaBig. Die Kurven der Abb. 2 zeigen dieses deutlich 
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Untersuchen wir nun die Ursachen der oben angefiihrten Versuchs- 
ergebnisse. 

Es liegt der Gedanke nahe, da8 wir hier in erster Linie mit einer 
Permeabilitatserscheinung zu tun haben. Bekanntlich ist die Durch- 
lassigkeit des Plasmas bei niedrigeren Temperaturen viel kleiner als bei 


Neu 
ind 
Koa 
Fall 
Ten 
K,$ 


Ten 
Ten 


€ de. 
sie | 
hers 
von 


Du 


ist } 


Hel 





EinfluB der Temperatur auf die koagulierende Wirkung usw. VIII. 187 


den héheren. Dieses ist insbesondere fiir den Durchtritt von Wasser durch 
das Plasma gefunden worden. So zeigen die dlteren plasmolytischen Ver- 
suche von Rysselberghe, daB die Ex- und Endosmose von Wasser bei 20° 
siebenmal so schnell ist als bei 0°. Delf) fand mit der Gewebespannungs- 
methode, daB bei den Zwiebelblittern die Wasserbewegung durch das 
Plasma durch die Temperatursteigerung von 5 bis 40° etwa 1l4mal be- 
schleunigt wurde, wobei diese PermeabilitétsvergréBerung bei héherer 
Temperatur relativ gréGer ist als bei der niedrigeren (5 bis 15° 1,4mal, 
30 bis 40° dreimal). 

Uber den Einflu8 der Temperatur auf den Durchtritt der Salze 
durch das Plasma haben wir sehr wenige Beobachtungen. So zeigte 
Collander*), daB die Farbstoffspeicherung bei 4 bis 10° bedeutend langsamer 
vor sich geht als bei 25°. Derselbe Autor fand ferner*) mit der Methode der 
elektrischen Leitfahigkeit, daB die Exosmose der Zellsaftelektrolyte mit 
der Temperatursteigerung rasch zunimmt. .,,Einer Temperaturerhéhung 
um 4° entspricht nimlich zwischen 28 und 40° eine 1,8malige VergréBerung 
der Permeabilitaét und von 40 bis 44° wurde sogar ein Zuwachs im Verhaltnis 
|: 2,2 gefunden“. Aus den beschriebenen Tatsachen geht hervor, daB mit 
der Temperatursenkung die von der Zelle aufgenommenen Mengen des 
Salzes immer kleiner und kleiner werden. 

Wir haben in friiheren Untersuchungen‘) gezeigt, daB diejenigen 
Neutralsalze dem Plasma gegeniiber die giftigsten sind, die am schnellsten 
in die Zelle permeieren. Von diesem Standpunkte aus wire das abnehmende 
Koagulationsvermégen der Salze mit der Senkung der Temperatur in den 
Fallen leicht verstindlich, in welchen die ¢édliche Wirkung bei niederen 
Temperaturen sich regelméGig vermindert, wie z. B. bei KNO,, KCl] und 
K,SO,. 

Um sich iiber die Eindringungsverhaltnisse der Salze bei verschiedenen 
Temperaturen unmittelbar zu iiberzeugen, habe ich Permeabilitatsversuche 
nach Fittingscher Methode mit NaCl, KNO, und KCNS angestellt. Die 
Temperaturen wurden in oben beschriebener Weise erhalten. 

Wir sehen aus der Tabelle V, daB NaC! bei 0° nicht in die Zelle eindringt, 
oder richtiger, die eingedrungenen Salzmengen sind so unbetrichtlich, daB 
sie mit dieser Methode nicht wahrnehmbar sind. 

Plasmolytisches Gleichgewicht wird bei 0° erst nach etwa 3 bis 5 Stunden 
hergestellt, ja es kommt sogar vor, daB bei den Schnitten, wo im Laufe 
von 12 Stunden keine plasmolysierten Zellen zu bemerken waren, beim 
Durchsehen nach 24 Stunden einige Zellen die Plasmolyse zeigen. 

Dieses deutet auf die langsame Exosmose von Wasser. Nach 24 Stunden 
ist nirgends bei 0° ein Riickgang der Plasmolyse zu bemerken. 

Die Kontrolluntersuchungen zeigten, daB fast alle Zellen in den 
Schnitten am Leben waren. Nur einige allerdings sehr wenige Zellen waren 
hier und da abgestorben. 

Bei 18 bis 19° wird die endgiiltige GréBe der Plasmolyse nach 1 Stunde 
erreicht. 


1) M. Delf, Ann. of Botany, 30. 

*) R. Collander, Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 354, 1921. 

3) Derselbe, ,, Untersuchungen iiber den Thermotropismus der Pflanzen”. 
Helsingfors 1919 (Dissertation). 
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Der Riickgang der Plasmolyse beginnt nach 3 Stunden. Von dieser 
Zeit an dringt das Salz in alle Zellen ein. Eine Kontrolle nach 24 Stunden 
zeigte, daB nur sehr wenige Zellen in den Schnitten abgestorben waren. 

Bei 30 bis 33° wird das plasmolytische Gleichgewicht nach etwa 20 Mi- 
nuten hergestellt. Die Deplasmolyse beginnt nach 1 Stunde. Im allgemeinen 
ist das Eindringen der Salze viel gréGer als bei 18 bis 19°. 

NaCl ist ein verha]tnismaBig unschadliches Salz. Viel giftiger ist schon 
das KNO,,. 

Sehen wir nun, wie die Permeabilitat fiir das letztere Salz durch ver- 

schiedene Temperaturen beeinfluBt wird. 
, Aus der Tabelle VI ist zu ersehen, daB bei 0 bis \%° die endgiiltige 
GréBe der Plasmolyse im Zeitraume von 9 bis 24 Stunden nach dem Uber- 
bringen der Schnitte in die Lésungen erreicht wird. Ein Riickgang der 
Plasmolyse (= Eindringen des Salzes) ist nicht zu konstatieren. 

Die Kontrolluntersuchung zeigte, daB nach 24 Stunden viele Zellen 
in den Schnitten abgestorben waren: in einigen 14 bis '),, in den anderen 
sogar 44 bis 34 aller Zellen. 

Bei 6 bis 7° wird etwa nach 3 Stunden das plasmolytische Gleichgewicht 
hergestellt, und von dieser Zeit an beginnt das nicht betrachtliche Eindringen 
des Salzes. Nach 24 Stunden ist die Plasmolyse nur in zwei Fillen (wo 
vereinzelte Zellen plasmolysiert waren) vollstandig zuriickgegangen. 

Die Kontrolle zeigte, daB nur wenige Zellen abgestorben waren, in 
einigen Fallen bis 1, aller Zellen. Bei 18 bis 19° verhalten sich die Zellen 
genau so, wie das Fitting") in syinen ausgedehnten Untersuchungen be- 
schrieben hat. Nach 20 Minuten*) beginnt die Plasmolyse zuriickzugehen 
und die véllige Deplasmolyse wird nach 24 Stunden erreicht. Die Kontroll- 
untersuchung zeigte, daB in den Schnitten nur einzelne Zellen abgestorben 
waren. 

Bei 30 bis 33° geht die Plasmolyse schon im Zeitraum von 6 bis 
9 Stunden vollstandig zuriick; dabei zeigte die Kontrolle, daB in den 
Schnitten wenige, bis '/, der Zellen abgestorben waren. 

Kaliumrhodanid (Tabelle VII) gehért zu den sehr schnell eindringenden 
(giftigen!) Salzen, und infolgedessen ist der EinfluB der Temperatur etwas 
anders als bei den oben beschriebenen Salzen. Bei 0° ist die Plasmolyse 
bereits im Zeitraum von 20 Minuten bis 1 Stunde stabil geworden, und nach 
3 Stunden ist sie schon teilweise zuriickgegangen. Nach 24 Stunden sind 
alle Zellen deplasmolysiert. Die Kontrolle zeigte, daB nach 7 Stunden in 
den Schnitten die meisten Zellen noch lebten und nur wenige abgestorben 
waren. Dagegen waren nach 24 Stunden noch ein kleiner Teil ('); bis ' ,) 
der Zellen lebend und die meisten tot. 

Bei 6 bis 7° ist das Eindringen des Salzes gréBer als bei 0°. Der Riickgang 
der Plasmolyse beginnt nach der ersten Stunde. Nach 7 Stunden sind bereits 
betrachtliche Mengen des Salzes in die Zellen permeiert, wobei in den 
Schnitten hier und da einige Zellen abgestorben sind. Nach 24 Stunden 
sind alle Zellen deplasmolysiert. Die Zahl der toten Zellen hat stark zu- 
genommen und betragt in verschiedenen Schnitten 1 bis %, aller Zellen. 


') Fitting, Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 1, 1915. 

*) Bei den vorliegenden Versuchen wurde aus praktischen Griinden 
die erste Untersuchung nach 20 Minuten statt der von Fitting empfohlenen 
15 Minuten nach Ubertragung der Schnitte in Lésungen vorgenommen. 
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192 H. Kaho: 


Bei 18 bis 19° hat sich die Permeabilitat fiir KCNS stark vergriger 
im Vergleich zu der bei 6 bis 7°. 

Schon nach 3 Stunden ist der gréBte Teil der Zellen deplasmolysiert, 
nach 7 Stunden ist die Plasmolyse bei allen Schnitten zuriickgegangen 
Die Kontrolle zeigt, daB nur wenige Zellen abgestorben waren. 

Bei 30 bis 33° ist das Eindringen des Kaliumrhodanids merklich gro 
als bei 18 bis 19°. Nach 5 Stunden ist die Plasmolyse iiberall zuriickgegangen 
dabei ist die Zahi der toten Zellen gréBer als bei 18 bis 19°, in einige; 
Schnitten waren sogar ', bis *, aller Zellen tot. 


Aus den oben angefiihrten Versuchen (Tabelle V bis VII) sieht man 
daB die Permeabilitaét fiir Salze mit der Temperatursteigerung bedeutend 
groéBer wird, bei verschiedenen Salzen aber ganz verschieden, und zwar 
je besser ein Salz bei gewéhnlichen Bedingungen (bei Zimmertemperatur 
eindringt, desto mehr wird sein Permeieren durch die Temperatursteigerung 
geférdert. 

Sogar die niedrige Temperatur hat auf solche Salze weniger Einflui 
so z. B. permeiert KCNS bei 0° beinahe ebensogut wie KNO, bei 1s' 

Dagegen bei einem mittelmaBig permeierenden Salz, wie etwa bei NaC’), 
wird das Eindringungsvermégen bei 0° auBerordentlich stark herabgesetzt 
im Laufe der ersten 24 Stunden werden fast keine wahrnehmbaren Mengen 
aufgenommen. 

Nach der Analogie wiirde das auch fiir andere mehr oder weniger 
schwer permeierende Salze, wie z. B. fiir Sulfate, Tartrate, Citrate, Acetat 
(insbesondere der Na- und Li-Salze} Geltung haben. Die Temperatur- 
erhéhung férdert, beim NaCl das Eindringungsvermégen ziemlich mabig 
So dringt ungefihr nach 7 Stunden bei 30 bis 33° ebensoviel NaCl ein, wi 
bei 6 bis 7° KCNS. 

Im allgemeinen treten die Unterschiede in der Permeabilitat fiir Salze 
bei verschiedenen Temperaturen besser hervor und mit recht verschiedenen 
Abstufungen. 

Die angefiihrten Permeabilitaétsversuche zeigen deutlich, dab di 
verschiedene Giftwirkung der Salze bei verschiedenen Temperaturen in 
erster Linie auf die Permeabilitatsverhaltnisse zuriickzufiihren ist. Ins 
besondere betrifft dieses Salze, die mit maBiger Geschwindigkeit eindringen 
und daher auch weniger giftig sind, wie z. B. die Glieder der zweiten Halt 
der lyotropen Reihe Chloride bis Sulfate der Kalium-, Natrium- und 
Lithiumsalze. Freilich ist hier auch das Objekt ma®Bgebend: bei wider- 
standsfaihigen Pflanzen, wie etwa dem Rotkohl, tritt der Parallelismus 
zwischen der Permeabilitaétsgr6Be und Giftwirkung besser hervor, als be 
zarteren Objekten, wie z. B. Rhoeo discolor. : 

Bei allen genannten Salzen steigt mit der Temperaturerhéhung di 
koagulierende Wirkung in bezug auf das Plasma sehr regelmaBig, bzw. sinkt 
mit der Senkung der Temperatur bis 0°, wie dieses uns die Tabellen I und I! 
zeigen (erster Typus). Bei diesem Typus der Salzwirkung besteht ein 
direkter Zusammenhang zwischen den eingedrungenen Salzmengen und 
nachheriger tédlicher Wirkung auf das Plasma. 


Der schadliche EinfluB8 der niedrigen Temperatur (0 bis 6°) kommt bein 
ersten Typus der Salzwirkung nicht zum Vorschein, infolge der relatiy 
schwacheren Giftigkeit der eingedrungenen kleinen Salzmengen. Die Summe 
beider schadlicher Wirkungen: der niedrigen Temperatur und des Salzes 
ist noch nicht fiir die Zelle tédlich. 
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Ganz anders sind die Verhaltnisse bei den Salzen, deren Anionen am 
Anfang der lyotropen Reihenfolge stehen, wie die Rhodanide, Jodide und 
Bromide (zweiter Typus). 

Hier permeieren auch bei niedrigen Temperaturen betrichtliche Salz- 
mengen in die Zelle. 

Durch die niedrige Temperatur, ungefaihr von 6° an, wird der schiadliche 
EinfluB des Salzes nach aller Wahrscheinlichkeit gesteigert und um so 
mehr, je mehr sich die Temperatur 0° nahert. Infolgedessen nimmt die 
Giftwirkung der Salze beim zweiten Typus von einem Mittelpunkt (bei 
unseren Versuchsbedingungen 9 bis 13°), bei dem das Salz relativ am un- 
schadlichsten ist, nach oben und nach unten zu: nach oben, mit der Tem- 
peratursteigerung, infolge der raschen Permeabilitétserhdhung, denn die 
bei den Versuchen angewandte héchste Temperatur 36° ist bei der Ver- 
suchsdauer (5 bis 6 Stunden) nicht gefahrlich fiir!) das Leben des Plasmas; 
nach unten infolge der Summierung der schadlichen Wirkungen des Salzes 
und der niedrigen Temperatur. 

Die Wirkung der Salze setzt sich additiv aus den Ionenwirkungen zu- 
sammen, und deswegen haben auch die Kationen hier eine nicht mindere 
Bedeutung als die Anionen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Koagulationswirkung der Alkalisalze auf das Pflanzen- 
plasma bei verschiedenen Temperaturen von 0° bis 36° untersucht. 


Es zeigte sich, daB alle untersuchten Salze nach ihrer Wirkung - 
bei verschiedenen Temperaturen in zwei Gruppen geteilt werden kénnen. 


Bei der ersten Gruppe — hierher gehéren mittelmaBbig bzw. 
schwer eindringende Salze, wie die Chloride, Acetate, Sulfate, Citrate, 
Tartrate bzw. Nitrate der Kalium- und Natriumsalze — steigt die 
tédliche Wirkung ganz regelmaBig mit der Temperatursteigerung, 
wobei bei 0° das Salz innerhalb der 24 Stunden beinahe unwirksam 
ist, bei 36° dagegen die maximale Koagulationskraft hat. 


Diese Wirkung erklairt sich durch eine starke Permeabilitats- 
erhdhung bei der Temperatursteigerung. 
_ Bei der zweiten Gruppe der Salze (Rhodanide, Jodide, Bromide 
bzw. Nitrate) sind zwei Wirkungsmaxima zu beobachten: das eine 
liegt, wie bei der ersten Gruppe, bei der héchsten (36°), das zweite 
bei der niedrigsten Versuchstemperatur (0°). In den mittleren in Be- 


1) Wenn aber die angewandte hohe Temperatur sogar einen schadlichen 
Einflu8 haben wiirde, so wiirde es viel geringer sein als der der niedrigen 
Temperatur und erst iiber 30° zur Geltung kommen; die tédliche Wirkung 
der Salze wachst aber in einigen Fallen von 10 bis 23° fast ebenso stark, 
wie 23 bis 35°. 

Dieses zeigt, daB die angewandte hohe Temperatur als solche keinen 
wahrnehmbaren Einflu8 hat. 

Allerdings die Schnitte von Rhoeo discolor im Wasser bei 35° nach 
8 Stunden und bei 0° nach 24 Stunden hatten keine toten Zellen. 

Biochemische Zeitschrift Band 167. 13 
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tracht kommenden Temperaturen (etwa 9 bis 13°) ist die Koagulations. 
energie der Salze am schwichsten. 

Alle Salze der zweiten Gruppe permeieren im allgemeinen schnel| 
in das Plasma, und durch die niedrige Temperatur wird ihre Wirkung 
vermutlich stark erhdéht. 

In einigen Fallen entscheidet auch das Objekt, ob ein Salz nach 
der Wirkung zur ersten oder zweiten Gruppe gehért. Dieses betrifft 
besonders diejenigen Salze, deren Anionen in der Mitte der lyotropen 
Reihenfolge stehen, wie z. B. die Nitrate und Chloride. 

In diesen Salzlésungen kann man bei zarteren Objekten zwei 
Wirkungsmaxima beobachten, bei den widerstandsfihigeren Objekten 
aber nur ein Maximum. So z. B. gehért KNO, (s. Tabelle I), wenn 
zum Versuch Rotkohlschnitte genommen werden, zur ersten Gruppe, 
wenn aber die Schnitte von Rhoeo discolor stammen (s. Tabelle VI), 
zur zweiten Gruppe. 
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Uber die Viskositat von Blutkérperchensuspensionen. II. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitét Wien.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1925.) 


AnlaBlich von Versuchen tiber die Senkungsgeschwindigkeit der 
roten Blutkérperchen im strémenden Blute’) ergab sich die Notwendig- 
keit, die relative Viskositat von dichten Blutkérperchensuspensionen 
(Blutkérperchenbreie) zu bestimmen, welche nur wenige Prozent 
Plasma enthielten®). Es zeigte sich namlich, daB die Flie8geschwindig- 
keit der Blutsiule nach Beginn der Senkung (die infolge der langsamen 
Bewegung der Blutséule auBerordentlich beschleunigt ist) um so mehr 
abnahm, je vollstandiger sich Blutkérperchen und Plasma mit der Zeit 
voneinander trennten. Modellversuche sind immer nur mit groBer 
Vorsicht mit den Verhaltnissen im Tierkérper selbst in Analogie zu 
setzen. Von einem von uns*) ist die Annahme ausgefiihrt worden, 
da8 in der Kreislaufperipherie eine sehr weitgehende Trennung der 
Bewegung der roten Blutkérperchen und des Plasmas vorhanden ist. 
Diese Trennung kommt zwischen den kleinen Arterien und Venen 
zustande und wird dann wieder ausgeglichen. Die gréBere Neigung 
der roten Blutkérperchen zur Agglutination (in vitro erhéhte Senkungs- 
geschwindigkeit) und die mikroskopisch beobachteten Stérungen des 
Kapillarkreislaufs (kérnige Strémung, Stasen, Kapillarembolien) in 
vielen pathologischen Fallen stehen im engsten Zusammenhang und 
bilden einen bedeutsamen, noch viel zu wenig beachteten Faktor im 
Krankheitsbild *). 


1) L. Berczeller und H. Wastl, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 5; diese 
Zeitschr. 158, 100, 1924. 

*) Dieselben, diese Zeitschr. 158, 111, 1924; Pfliigers Arch. 208, 436, 
1924. 

*) L. Berczeller, diese Zeitschr. 149, 592, 1924. 

*) K.v. Neergard, Klin. Wochenschr., Jahrg. 4, 1925, Nr. 15, 8S. 689 
bis 694. 
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196 L. Berezeller u. H. Wastl: 


Die Bewegung des Blutes wird daher in den kleinsten Arterien 
bereits durch die Viskositat des Plasmas einerseits und der nur wenig 
Plasma eingeschlossen enthaltenden Blutkérperchensuspensionen an. 
dererseits mit bestimmt. Diesbeziigliche Versuche ergaben, daB dic 
Viskositat (FlieBbarkeit) von dichten Blutkérperchensuspensionen (|): 
5 Proz. Plasma) sehr different ist, je nach der Blutart, der Gewinnung 
(Citrat-, Oxalat- oder defibriniertes Blut) und dem Gasgehalt; dabei 
sind Veranderungen der Viskositéat an diesen Blutkérperchenbreien 
viel empfindlicher nachzuweisen als an den die gesamte Plasmamenge 
enthaltenden Blutproben. 


In dieser Arbeit sind einige vergleichende Untersuchungen an Blut 
von Saéugern und Végeln unter Bestimmung der Blutkérperchenbrei- 
viskositét bei verschiedenen Temperaturen angefihrt. 


Die relative Viskositat wurde mit Ostwaldschen Viskosimetern 
oder durch AusflieBenlassen aus Pipetten bestimmt, die in entsprechend 
temperierten Wasserbadern untergebracht waren. Das Blut befand 
sich vor jeder Messung zum Temperaturausgleich im Wasserbade bei der 
betreffenden Temperatur. Verglichen sind immer nur mit dem gleichen 
MeBinstrument und unter gleichen Bedingungen erhaltene Werte 
Alle hier angefiihrten Versuche sind mit derselben Pipette gewonnen') 
Bei den Vogelblutarten muBte immer Mischblut mehrerer Individuen 
desselben Geschlechts benutzt werden, die anderen Blutproben stammen 
von denselben Individuen. Die Blutkérperchenbreie wurden durch 
scharfes Zentrifugieren gewonnen und mittels Hamatokriten auf ihren 
Plasmagehalt gepriift. Nur Breie mit bis zu 5 Proz. Plasmagehalt 
wurden fiir den Versuch verwendet. 


Sowohl die Plasma- (Serum-) wie die Blutviskositatswerte zeigen 
eine ziemlich groBe Konstanz, wahrend die Werte fiir die Blatkérperchen- 
breie bei Vogelblut durchgehends wesentlich héher liegen als bei Saéuger- 
blut. Dies gilt sogar noch fir die dreimal mit Ringerlésung gewaschenen 
und dann wieder scharf abzentrifugierten Blutkérperchenbreie. An 
anderer Stelle?) haben wir darauf hingewiesen, daB bei Saugerblut die 
Viskositét der Blutkérperchenbreie (mit Pipetten gemessen) regelmadiz 
unter dem 40fachen der Blutviskositét blieb. Nur bei Schweineblut 
konnten wir gelegentlich ein Uberschreiten dieser Grenze beobachten. Die 
Messungen erstreckten sich auf Menschen-, Pferde-, Rinder-, Hamme!., 
Ziegen-, Kaninchen-, Hunde-, Katzen-, Meerschweinchen-, Ratten- 
und Schweineblut. Ferner ergibt sich aus Tabelle I, daB das Plasma 
die Viskositaét der Blutkérperchenbreie sehr stark erhéht, denn dit 





1) Der Wasserwert dieser (2 ccm) Pipette war 3'/,”’. 
*) L. Berczeller und H. Wastl, diese Zeitschr. 158, 111, 1924. 
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198 L. Berezeller u. H. Wastl: 


Viskositat der mit Ringer gewaschenen Blutkérperchenbreie ist durch. 
gehends wesentlich geringer?). 


Dies zeigt eine direkte ,,Klebewirkung“ des Plasmas auf die roten 
Blutkérperchen. Diese ,,Klebewirkung“ muBten wir annehmen, um 
die Senkungserscheinungen erklaéren zu kénnen, da man die Senkung 
der roten Blutkérperchen schon im Beginn derselben nicht als das 
Sinken einzelner, allein stehender, roter Blutkérperchen auffassen kann. 


Tabelle II fiihrt dieselben Blutproben an wie Tabelle I, gemessen 
bei 38°. ° 

Die Viskositaét der Blutkérperchenbreie nimmt mit zunehmender 
Temperatur stark ab, und zwar ist diese Abnahme ganz allgemein 
bedeutend gréBer als die Abnahme der Viskositaét des Plasmas und 
des Blutes (bezogen auf die jeweiligen Viskositatswerte bei Zimmer. 
temperatur). Diese Erscheinung zeigt, daB die Viskositat dieser dichten 
Suspensionen zum Teil als bedingt durch die Klebewirkung der zwischen 
den Blutkérperchen befindlichen Fliissigkeit — insbesondere Plasma — 
aufgefaBt werden muB. Diese Klebewirkung nimmt, bevor die Hitze- 
gerinnungserscheinungen auftreten, mit steigender Temperatur ab. 
Dabei ist wieder die Viskositat der Vogelblutkérperchensuspensionen 
wesentlich héher als die der Saéugerblutkérperchenbreie. Es scheint 
sogar — die zu geringe Anzahl unserer Beobachtungen erlaubt dariiber 
noch keine sichere Aussage —, daB der Unterschied zwischen Vogelblut 
und Séugerblut bei ungefahr Kérpertemperatur ausgepragter ist als 
bei Zimmertemperatur. Dies legt nahe, wenn man die relativen Vis- 
kositatswerte von Blutkérperchenbreien fiir physiologische Vergleichs- 
zwecke heranziehen will — und diese Werte werden viel aufschluBreicher 
sein als die Viskositétswerte des Blutes —, diese bei Kérpertemperatur 
zu bestimmen. Denn wenn auch im allgemeinen ein Parallelgehen 
der verschiedenen Werte bei Zimmer- oder Kérpertemperatur bis zu 
einem gewissen Grade zu beobachten ist, so kann man doch nicht von 
den bei Zimmertemperatur erhaltenen Werten auf die bei 38° zu er- 
wartenden folgern. Dabei spielt die Art der Gewinnung der roten 
Blutkérperchen — ob aus defibriniertem Blute oder aus Blut mit 





') Wie gering die Schichtdicke bei diesen Plasmamengen zwischen 
den einzelnen roten Blutkérperchen ist, zeigt folgende Rechnung: Die 
Oberfliche eines menschlichen roten Blutkérperchens mit 128 ? an- 
genommen, betrigt die gesamte Oberfliche der roten Blutkérperchen 
in 1 cem Blutkérperchenbrei 6400 qem. Zugemischtes Plasma in der Menge 
von 5 Proz. wiirde eine Schicht von 0,08 « Dicke iiber die ausgebreitete 
Flache der roten Blutkérperchen bilden ; zwischen zwei roten Blutkérperchen 
wire also in diesem Falle eine Plasmaschicht von 0,16 « Dicke vorhanden, 
was etwa 8 Proz. der gréBten Dicke des menschlichen Blutkérperchens 
ausmacht. 
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200 L. Berezeller u. H. Wastl: 


Zusatz gerinnungshemmender Substanzen, ob gewaschen oder un. 
gewaschen — eine groBe Rolle fiir ihre FlieBbarkeit, wie sich aus der 
Durchsicht der angefiihrten Tabellen ergibt. 


Tabelle III. 
Viskositaétswerte im Hundeblut (  ). 





DurchfluBzeit in Sekunden 
Temperatur: : > | 170C | 38°C 7 50°C | 599°C 
Oxalatplasma 4.6 3,9 3.8 4.0 
Serum 45 : 4,0 | 3.9 
Oxalatblut 73 53 | 54 
Defibrin. Blut 7,5 54 | 62 
Oxalatbreiblutké . 130 39,2 i 20,5 230.6 
Defibrin. Breiblut tkérperchen . ; 238 132 46 im 
Oxalatbrei dreimal gewaschen 40 30,2 4 16,2 | — 
Defibrin. Blut| mit Saugerringer 672 414 282 | 225 || Srennen 
Dieses Beispiel zeigt, daB die Hitzegerinnung des Blutkérperchen- 
inhalts keinen direkten EinfluB auf die Viskositaét des Blutes ausiibt. 
Bei 55° tritt im Blutkérperchenbrei (sowohl gewaschen wie auch un- 
gewaschen) bereits Hitzegerinnung ein (bzw. im Oxalatblutkérperchen- 
brei zeigt der emporschnellende Viskositaétswert die unmittelbar bevor- 
stehende Gerinnung an), wihrend die Viskositaétswerte des Blutes 
gegeniiber 50° nicht erhéht, sondern sogar leicht erniedrigt sind. Erst 
bei 60° beginnt die Blutviskositaét anzusteigen. Sowohl Blut- wie 
Blutkérperchenbreiviskositaét durchlaufen bei zunehmender Temperatur 
ein Minimum, aber die Veranderungen sind viel steiler und leichter 
nachweisbar bei den letzteren. 


Tabelle IV. 
Entenblut. 





DurchfluBzeit i in n Sekunden 


aencnooae ry 


Temperatur: 17°C 389C|50°C 55°C. 60°C 17°C) 38°C | 500°C) 559C 


Oxalatplasma . 44 36 — —; — 45 40 — — 
Serum .... 43, 39 —| — — 43 40 — _ 
Oxalatblut . . 69 56 55 64) 78 63 54 50 55 
Defibrin. Blut . 7,1 5, 7 5,6 5,8) 6. 1 6.7 7 55 5, 3 5,5 
Oxalatbrei . . 252.0 180.0 120, 4/183 5) hitze- 334, 0 237,0 131, 0 hitze- 


Defibrin. Blut. 3120/2220 — — | |geronnen 283.0 280,0 179.2 geronnen — 
Oxalbrei ts 11,9 67.2, 39,2 47,0) 1116 98.0 574 378) 498 1416 
Defibrin.| , .8%.. 

Brei |” h nidessi <a 





— |} ctitze 1115.5 62,8 42,2, 74,0 3792 


Ahnlich verhalt sich auch Vogelblut. Die Veranderung der Vis- 
kositét des Blutes folgt auch hier nur in unverhaltnismaBig geringerem 
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Grade den groBen Veranderungen des Blutkérperchenbreies. Wir 
haben schon bei Versuchen tiber die Senkung der roten Blutkérperchen 
darauf hingewiesen, daB das Plasma, welches zwischen den roten Blut- 
kérperchen férmlich in Kapillarspalten eingeschlossen ist, ganz andere 
physikalische Eigenschaften besitzt als das Plasma, das aus diesen 
Spalten herausgeschleudert ist"). Je enger diese Kapillarspalten sind, 
je dichter also die Blutkérperchensuspension, um so mehr treten diese 
Unterschiede zutage. 


Tabelle V. 





DurchfluBzeit in Sekunden 


Plasmabrei Gewaschener 4Proz. von 


v. rot. Blut 44°—18° re 
kdrperchen Brei 18° Wert 


1seC 49°C 


Plasma. 
brei 


} 
, 


Hund 2 | Oxalatblut . | — | 1284 300/49 | 19 | =— | 633 


Defibrin. Blut | 132,0, 238.0 41,5 | 67,2 | 106 25,7| 80,3) 62,0 


Mensch o Oxalatblut . 99.0 182.0 70,.0'/960 83 26 | 83,8) 37,1 

Defibrin. Blut |118 221 | —| — (103 — | 873) — 
Mensch Q Defibrin. Blut ,45 110 | 275/483 55 15,8 | 122,2) 57,5 
Hammel Defibriniert . 45,8 76 328) 50 30,2 17,.2| 65,9 524 


Die ,,Klebewirkung“ des Plasmas ist bei niedriger Temperatur eine 
gréBere. So nimmt die Viskositét der plasma- (serum-) haltigen Breie 
um 80 bis 122 Proz. zu gegeniiber den bei Zimmertemperatur erhaltenen 
Werten, wahrend die Zunahme der Viskositaét des gewaschenen Breies 
viel geringer ist (37 bis 63 Proz.). 

Es werden also die Verinderungen der Viskositét der Blut- 
kérperchenbreie sowohl bei niedrigeren als auch bei héheren Tem- 
peraturen (von Kérpertemperatur aus gerechnet) zum groBen Teil 
durch Veranderungen des zwischen den roten Blutkérperchen ein- 
geschlossenen Plasmas bestimmt, wenn diese Plasmamenge eine auBerst 
geringe ist. Mit abnehmender Temperatur nimmt die Viskositat steiler 
zu, mit zunehmender Temperatur steiler ab (bis zum Beginn der Hitze- 
gerinnung) als im Blute. In der Umgebung (etwas héher) der Kérper- 
temperatur liegt ein Minimum der Viskositaét, das bei den gewaschenen 
Breien flacher ist als bei den plasma- (serum-) haltigen. Daneben spielt 
auch noch das differente Verhalten der roten Blutkérperchen je nach 


1) Selbst Wasser in sehr diinnen Schichten zeigt eine betrichtliche 
Festigkeit. Siehe Klupathy, Math. u. naturwiss. Anzeiger 28, 393 bis 433, 
1910. 
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Blutart und Gewinnungsweise eine groBe Rolle, woraus sich eine grofe 
Mannigfaltigkeit der Erscheinungen ergibt. 

So wie die Senkungsreaktion der roten Blutkérperchen fiir die 
Charakterisierung der verschiedenen Tierblutarten und fiir Diagnose 
und Prognose bei einer Reihe von Erkrankungen bedeutsam sein kann. 
so wird es méglich sein, durch die Untersuchung der damit in Zu. 
sammenhang stehenden Viskositaét der Blutkérperchensuspensionen 
verschiedener Dichte charakteristische Differenzen aufzudecken. Dabei 
ist es fiir Vergleichszwecke vorteilhaft, die Messungen bei Kérper. 
temperatur anzustellen. 





Studien iiber B-Avitaminose.. I. 
Von 
Leon A. Tscherkes. 


Aus dem Institut der allgemeinen und experimentellen Pathologie der 
medizinischen Fakultét in Odessa.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1925.) 


Die Entwicklung der Avitaminose hangt nicht allein von einem 
Faktor des Vitaminhungers ab, sondern auch vom Charakter jener 
Diat, welche das Versuchstier erhalt. Wahrend die Einfiihrung ver- 
schiedener anorganischer Elemente der Nahrung oder ihre Ausschaltung 
auf die Entwicklung der Avitaminose offenbar nicht einwirkt [Grijns (1), 
Hirabayashi (2), Abderhalden und Ewald (3), Suski (4), Techerkes (5)), 
iibt dagegen die Modifikation der organischen Komponenten der 
Nahrung einen wesentlichen Einflu8 auf den Charakter des avitaminésen 
Prozesses aus. Die Avitaminose (oder genauer gesagt Hypovitaminose) 
kann sich darum sogar trotz des Vorhandenseins von Vitaminen ent- 
wickeln, sobald das nétige physiologische Verhaltnis zwischen den 
Vitaminen einerseits und den organischen Bestandteilen der Nahrung 
andererseits gestért ist. Das Bestehen eines verschiedenen Verhaltnisses 
des Vitaminmangels zu verschiedenen Nahrungsstoffbestandteilen der 
Diat veranlaBte mich, in einem Vortrage, den ich auf dem allrussischen 
KongreB der Pathologen (im Jahre 1923) gehalten habe, die Uber- 
zeugung auszusprechen, daB8 im Falle einer Avitaminose das Prinzip 
des isodynamischen Ersatzes wesentlich beschrankt sein miisse (6). 

In einer der friiheren Mitteilungen haben wir tatsichlich bewiesen, 
daB bei Abwesenheit der Vitamine die verschiedenen Nahrungsrationen 
von einer gleichen Kalorienzahl, welche aber verschiedene Quantitaéten 
verschiedener Nahrungsstoffe enthalten, nicht immer dieselbe Bedeutung 
fiir das Tier haben kénnen. Die Resultate, welche wir bei Versuchen an 
Tauben erhalten haben (5), entsprechen vollstandig den Ergebnissen, 
welche Asada(7) und Desgrez und Bierry (8) bei Experimenten mit Ratten 
erzielten. Wahrend die Diat unserer Tiere, welche aus Fett + Kohle- 
hydraten + anorganischen Elementen, oder aus Fett + Proteinen 
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+ anorganischen Elementen bestand, bei Vitaminhunger ungefihr 
dieselbe Lebensdauer bedingte, beschleunigte ein Nahrungsgemisc) 
von demselben Kalorienwert, das aber aus Proteinen + Kohlehydraten 
-++ anorganischen Salzen bestand, sowohl den Eintritt des avitaminésen 
Zustandes als auch den Tod des Versuchstieres. Eine solche Begrenzung 
der Anwendung des Prinzips der Isodynamie wird nicht nur dadurch 
bedingt, daB der avitaminotische Organismus die Méglichkeit verliert, 
einen Nahrungsstoff durch einen anderen im Stoffwechsel zu ersetzen, 
sondern auBerdem noch dadurch, daB der Verlauf dieses pathologischen 
Prozesses, wie dies bereits erwahnt wurde, ganz besonders von dem 
Charakter der erhaltenen Diat abhangt. 

Nach den anfanglichen Bestimmungen Funks (9) wurde von einer 
Reihe von Forschern wiederholt bestatigt, daB bei Abwesenheit von 
Vitamin B avitaminése Erscheinungen sich um so intensiver ent- 
wickeln, je reichhaltiger die Diit an Kohlehydraten ist. In bezug 
auf EiweiB wurde von T'scherkes (5) festgestellt, daB dasselbe bei den 
Tauben die Entwicklung von B-avitaminésen Erscheinungen be. 
schleunigt, wahrend die Experimente von Funk und Dubin (10), mit 
Ratten angestellt, vitaminsparende Eigenschaften des Eiweibes zeigten 
Abderhalden (11) ist auch der Meinung, daB die Proteine bis zu einem 
gewissen Grade die Entwicklung der Avitaminose hemmen. Nichits- 
destoweniger ist die Meinung, daB Eiwei8 von den Tieren bei Vitamin. 
hunger schlecht vertragen werde und manchmal ihre Lage sogar be- 
deutend intensiver verschlimmere als die Kohlehydrate, durch dic 
Experimente mit Ratten von Asada(7) und Ederer (12) bestatigt 
worden. SchlieBlich finden auch Osborne und Mendel (13) in den von 
ihnen angestellten Versuchen keinen Grund, die EiweiBstoffe zu den 
vitaminsparenden Substanzen zu zahlen. 

Die Frage iiber die Quantitaétsverhaltnisse zwischen den einzelnen 
Nahrungsstoffen einerseits und den Vitaminen andererseits ist nicht 
nur von theoretischem Interesse, sondern hatte auch eine grobe 
praktische Bedeutung Die Aufklirung dieses Zusammenhanges kénnte 
wesentliche Korrektive in das Prinzip der Isodynamie, welches als 
Grundlage fiir die Abschatzung verschiedener Diaten (experimentelle, 
therapeutische, Massenernahrung usw.) dient, herbeifiihren Die Ver- 
suche, welche nachstehend angefiihrt sind, bestatigen die Ergebnisse 
unserer friiheren Forschungen und beweisen, da8B die Proteine, indem 
sie die Entwicklung der Avitaminose beschleunigen, in bezug auf das 
Vitamin B sparende Eigenschaften nicht haben. 


I. 
Als Versuchstiere dienten uns Tauben, und deshalb beziehen sich 
simtliche Schliisse, welche aus unseren Versuchen folgen, auf das 
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Vitamin B, da die Tauben weder Vitamin A und C [Funk (14), Penau 
und Simonnet (15), Emmet und Peacock (16), Sogiura und Benedict (17), 
Stepp (18)], noch Vitamin D brauchen [Funk und Dubin (19)]. Alle 
diese Forschungen sind von uns veranstaltet worden gréBtenteils dank 


, 


der Mithilfe des Herrn Prof. W. Woronin (zurzeit Direktor des Inst. f. 
allg. Pathologie in Tiflis). 

Als Eiwei8 diente uns Casein, als Kohlehydrat Starke, als Fett Sonnen- 
blumenél und anorganische Bestandteile in Form eines Salzgemisches, 
das Mc Collum und Davis (20) vorgeschlagen hatten. Um die Vitamine 
zu inaktivieren, wurden samtliche organische Nahrungsbestandteile einer 
Temperatur von 130° im Laufe von 2 Stunden ausgesetzt. Mc Collum und 
Davis (21) haben darauf hingewiesen, daB eine solche Autoklavisierung von 
Casein die Molekiile dieses Proteins unvollwertig machen kénne. Immerhin 
stellten Funk und Macallum (22) durch Experimente an Ratten fest, daB 
eine Zufiigung von Orangensaft zum Nahrungsgemisch, bei welchem als 
EiweiB das autoklavisierte Casein diente, eine solche Kost ganz vollwertig 
macht. Ebenso zeigen auch die Experimente von T'scherkes (23) an Tauben, 
da8 Hefeautolysat den vollen Wert der Diat, in die als EiweiB das auto- 
klavisierte Casein hereinkam, wieder herstellte. Somit war die Minder- 
wertigkeit des autoklavisierten Caseins in allen unseren Versuchen nicht an 
eine Stérung des Aminoséurebestandes gebunden, sondern an e‘ne Inakti- 
vierung von Vitarinen. 

Bei Feststellung des Kalorienbedarfs der Tauben stiitzten wir uns 
auf die Ergebnisse, welche wir wei einer unserer friiheren Mitteilungen 
erhielten (23). 

Die erste Gruppe unserer Experimente bezweckte die Aufklérung der 
Rolle, welche jeder von den Nahrungsstoffen bei der Entwicklung der 
B-Avitaminose spielt, falls solche Nahrungsstoffe als ausschlieBliche Kost 
dienen. Bei einem derartigen Nahrungsregime, wie es bereits durch unsere 
friiheren Forschungen bewiesen wurde (24), entwickelte sich bei den Tauben 
ausschlieBlich B-Avitaminose. Die Ergebnisse dieser Experimente sind 
auf der Tabelle I angefiihrt. 

Aus diesen Experimenten folgt, daB bei der Ernahrung der Tauben 
ausschlieBlich mit einem der Nahrungsstoffe die B-Avitaminose am 
giinstigsten (im Sinne einer langeren Inkubationsperiode und spiteren 
tintritts des Todes) in denjenigen Fallen verlauft, in denen das Tier 
ausschlieBlich mit Fett ernihrt wurde (Versuche 1 und 2). Diese Tat- 
sache ist von so groBer Bedeutung besonders deshalb, weil das EiweiB- 
minimum in der Nahrung fehlte und die Kohlehydrate, deren Mangel 
an sich selbst den Fettumsatz wesentlich stért (Ketogenie), ebenfalls 
aus der Kost ausgeschlossen wurden. 

Ein derartiger Vorzug der reinen Fettdiit im Vergleich mit den 
isokalorischen Aquivalenten der einseitigen Kohlehydrat- und Eiwei8- 
diat bleibt auch bei einer Untererndhrung bestehen, wenn das Tier nur 
etwa 50 Proz. seines Bedarfs erhalt. Und zwar: neun Tauben, zu drei 
Tauben auf jede Diat (Tabelle II), wurden mit einem der Nahrungsstoffe 
ernahrt (die Kalorienzahl war etwa 50 Proz. des Kalorienbedarfs), und 
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als Resultat erwies sich, daB die Lebensdauer der mit Fett ernahrten 
Tauben (Versuch 8) mehr als um das Doppelte langer war als die Lebens- 
dauer derjenigen, welche mit Eiwei8 (Versuch 10) oder mit Kohle- 
hydraten (Versuch 9) ernahrt wurden. Die Lebensdauer der zwei letzten 
Gruppen (Versuch 9 und 10) differierte wenig untereinander. 

Es ist zu bemerken, da8B, waihrend Abderhalden (25) bei Ernahrung 
der Tauben ausschlieBlich mit Fettsiuren und Glycerin keine Er- 
scheinungen der alimentiren Dystrophie beobachtete, wir in der 
groBeren Zahl unserer Versuche bei ausschlieBlicher Fetternihrung der 
Tauben ein typisches Bild von B-Avitaminose, wie dies bereits in 
friiheren Mitteilungen (5, 24) erwihnt wurde, erhielten. Bei den aus- 
schlieBlich mit Fett ernahrten Tieren beobachteten wir schablonenhafte 
Symptome der Erschépfung, Bewegungsstérungen, Lahmungen und 
Krampfe, welche sich zum Opistotonus steigerten. Wie auch in den 
Fallen, wo die Tiere inaktiviertes Getreide oder Nahrungsgemische 
erhielten, &uBerte sich auch hier als eins der ersten Symptome Stérung 
der motorischen Funktion des Darmkanals (Lahmung des Kropfes usw.), 
was schon in einer anderen Mitteilung beschrieben wurde (26). 

Die Resultate der in der Tabelle I angefiihrten Experimente zeigten, 
daB eine Erhéhung der Quantitdt des Eiweifes (Versuch 5, 6, 7) dje Ent- 
wicklung der B-Avitaminose in derselben Weide beschleunigt, wie auch 
die Erhéhung der Kohlehydrate (Versuch 3 und 4), wéhrend die Erhéhung 
der tdiglichen Rationen von Fett sich nicht in irgend einer bemerklichen 
Weise an der Entwicklung der Avitaminose dufert (Versuch 1 und 2). 
Somit geben diese Experimente keinen Grund zur Annahme, daB die 
EiweiBkérper die Fahigkeit besiBen, den Bedarf des Organismus der 
Tauben an Vitamin B zu sparen. 

Sollten die Proteine den Bedarf an Vitaminen verringern, wie es 
einige Forscher annehmen, so wiirde der Zusatz derselben zu der Fett- 
kost die Inkubationsperiode verlingern, oder es wiirde jedenfalls keine 
Anderung in der Inkubationsperiode hervorrufen. Indessen haben die 
Experimente, welche wir in dieser Richtung in Gemeinschaft mit 
Herrn Dr. J. Bergermann vorgenommen haben, entgegengesetzte 
Resultate gcliefert. 

In dieser Reihe von Experimenten bekamen simtliche Tauben 
im Laufe der ganzen Zeit inaktiviertes Fett in einer Menge, welche 
vollstandig dem Kalorienbedarf der Tiere entsprach (a 5g). Zum Fett 
wurde entweder inaktiviertes Casein zugesetzt oder Starke, beide in 
verschiedenen Quantititen. AuBerdem bekam das Tier das erwahnte 
Salzgemisch. Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle III 
angefiihrt (Versuch 1] und 12). Trotzdem, dap den Tauben der Gruppe A 
das EiweiBminimum gesichert war, wahrend die Tauben der Gruppe B 
das KiweiB im t ‘bermap erhielten, war die Lebensdauer der Tauben 
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dieser beiden Gruppen bedeutend kiirzer als die Lebensdauer der Tauben 
aus den Versuchen I und 2 (Tabelle I), die ausschlieBlich Fett erhielten, 
und zwar in einer Quantitat, die nur um ihren Kalorienbedarf zu decken 
notig war. , 

Im Vergleich zu den mit Fett ernihrten Tauben verkiirzte sich die 
Lebensdauer auch dann, wenn zu der Grundfettkost Starke zugesetzt wurde 
(Gruppe C und D, Tabelle III), wobei die gréBeren Quantititen der 
Starke, wie es auch zu erwarten war, in hGherem MaBe die Entwicklung 
des avitaminésen Zustandes beschleunigten. 

Wahrend die Kalorienzahlen, welche die Gruppen A und C er- 
hielten, gleich waren, ebenso wie die Kalorienzahlen, welche die 
Gruppen B und D bekamen, verstirkte die Anwendung der Proteine 
(Gruppe A und B) in diesen isokalorischen Rationen die Entwicklung 
von B-Avitaminose viel bedeutender (trotzdem das EiweiBminimum 
gesichert war) als die Anwesenheit von Kohlehydraten (Gruppe C 
und D). 

Andererseits hat die Erhéhung der Kohlehydratquote der Diait im 
groBeren MaBGe als die Erhéhung der EiweiBquote, die Entwicklung der 
B-Avitaminose beschleunigt (Versuch 12 44,5 und 29,5 Tage; Versuch 11 
29 und 22 Tage). Scheinbar kann man bei unsere: Versuchsform keine 
gréBere Empfindlichkeit des B-avitaminésen Organismus gegen Kohle- 
hydrate als gegen Eiwei® feststellen (s. auch Tabelle I, Versuche 3, 4, 5, $ 
und Tabelle II, Versuche 9 und 10); aber jedoch eine andere Versuchs- 
methode (ein bestaindiges Quantum von Vitamin B und eine Modifikation 
des Diaétinhaltes) gab Funk, Collazo und Kaczmarek (27) eine Méglichkeit, 
festzustellen, da8 ein bestimmtes Quantum von B-Vitamin der Taube ein 
groBeres Quantum von Eiwei® als Kohlehydrat zu assimilieren ermédglicht '), 

Jedenfalls, wie auch in der ersten Serie der Experimente (Tab. 1), 
stirte der Vitaminmangel wesentlich auch hier die Aquivalenz der 
isokalorischen Rationen fiir den Tierorganismus. 

Diese Beschrankung des isodynamischen Prinzips bei dem avitami- 
nésen Zustande tritt auch in den Forschungen von Asada (7) zutage, 
was auch von Bickel (28) hervorgehoben wird — und in bezug auf 
A- (E ?-) Avitaminose —, wurde eine solche Beschrinkung von 
Mellanby (29) bewiesen. 

Zur gleichen Zeit bestatigen die auf Tabelle III angefiihrten Ver- 
suche, daB die Erhéhung des taglichen EiweiBbestandteiles der Kost 
die Entwicklung der B-Avitaminose beschleunigt (Versuch 11). 


Dieser Schlu8 stimmt vollstandig mit unseren friiheren Beobachtungen 
bei den Tauben iiberein (5), ebenso wie auch mit den Versuchen von Asada (7) 
1) Bemerkung wdahrend der Korrektur: Diese Tatsache fand ihre Be- 
statigung in einer weiteren Arbeit derselben Autoren (C. Funk und J.Collazo, 
unter technischer Mitwirkung von J. Kaczmarek, Chemie d. Zelle u. Gew. 
12, 195, 1925). 
Biochemische Zeitschrift Band 167, 14 
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an Ratten. In voller Ubereinstimmung mit den von uns erreichten Resultate:, 
befinden sich auch die Beobachtungen von Hartwell (30), welche bewies, 
daB die Milch der stillenden Ratten in vollem MaBe dem Bedarf der jungen 
nur in dem Falle entspricht, wenn die Quantitét des Vitamins B in der 
Nahrung der Mutter dem Gehalte derselben an Proteinen proportional 
ist. Ebenso meinen Drummond, Crowden und Hill (30), daB die von ihnen 
entdeckte Verzégerung des Wuchses bei den Ratten bei einer eiweiBreichen 
Didt, wie auch der Verlust der Zeugungskraft, nicht infolge eines Uber. 
schusses des EiweiBes entstehe, sondern da diese Erscheinungen als Re- 
sultat einer gestérten Korrelation zwischen Eiwei8 und Vitamin B an- 
gesehen werden miissen. Das Bestehen einer Wachstumshemmung der 
Ratten bei UberfluB des EiweiBes ist auch durch weitere Versuche von 
Drummond und Reader (31a) bestatigt worden. 

SchlieBlich, verkiirzte der Zusatz von Hiihnereiwei8 zum geschalten 
und gekochten Reis bei Versuchen von Schaumann (32) die Lebensdauer 
der Tauben im Vergleich zu der Lebensdauer derjenigen, die kein Eiwei 
erhielten. 

Der Widerspruch, welcher zwischen diesen Ergebnissen und den An- 
gaben von Funk und Dubin und Abderhalden tiber die vitaminsparende 
Eigenschaft des EiweiBes besteht, riihrt augenscheinlich daher, weil bei 
den friiheren Forschungen jene Vitaminverunreinigungen, welche sich 
stets in den Proteinen finden, nicht geniigend in Betracht gezogen wurden. 
Tatsachlich zeigten die Experimente von Freedman und Funk (33), Funk, 
Freedman und Patom (34), daB die Proteine mit den iiblichen Methoden 
von diesen Vitaminverunreinigungen nicht zu befreien seien. Besonders 
bezight sich das auf das Vitamin D. Bei unseren Experimenten aber, wie 
auch bei denjenigen von Asada, wurde das Casein einer hohen Temperatur 
ausgesetzt, die eine Inaktivierung sogar auch der bedeutend widerstands- 
fahigeren Vitamine der Gruppe D sicherte. 

Mit einer ganz besonderen Vorsicht miissen die Resultate jener Versuche 
abgeschatzt werden, in denen als EiweiSbestandteil der Diat das Casein 
diente. Das Casein naimlich reprasentiert jenes Eiwei8, von welchem sich 
die Vitamine, die sich bei der Koagulation adsorbieren, ganz besonders 
schwer befreien [Mueller (35), Freedman und Funk (33), Bond (36)]. Diese 
Tatsache wurde nicht immer geniigend beriicksichtigt, und eben dieser Um- 
stand verdunkelte oft die Resultate der Ernahrungsversuche, wie es im 
Vortrage von Hopkins (37) besonders unterstrichen ist. 

Auf diese Weise miissen simtliche Ergebnisse, welche auf die vitamin- 
sparenden Eigenschaften des Eiweifes hinwiesen, nicht auf Kosten der 
besonderen Eigenschaften der Derivate der Eiweifmolekiile, sondern auf 
Kosten der Vitaminverunreinigungen bezogen werden. Diese Annahme 
hat eine Bestaétigung in den effektvollen Versuchen von Freedman und 
Funk (33) gefunden. 

Diesen Ergebnissen entsprechen auch die Resultate der Versuche von 
Eijkman und Hoogenhuyse (38), welche bewiesen haben, daB der Zusatz 
von Casein zur Reisdiit ohne gleichzeitige VergréBerung ihres Vitamin- 
gehalts, weder auf die latente Periode, noch auf den Gewichtsverlust des 
Tieres eine giinstige Wirkung haben. 


Ii, 


Aus den Experimenten, die auf Tabelle I und II angefiihrt sind, 
folgt, daB, falls irgend ein einziger bestimmter Nahrungsstoff die ganze 
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Kost der Tauben bildet, die B-Avitaminose dann am giinstigsten (im 
Sinne der Lebensdauer und des Beginns der Bewegungsstérungen) fiir 
das Tier verliuft, wenn dieser einzige Nahrungsstoff Fett ist. Eine 
VergréBerung der taglichen Fettration (die Erhéhung der Kalorienzahl 
im Vergleich mit dem Bedarf) hatte keinen merkbaren EinfluB auf die 
Entwicklung des avitaminésen Zustandes ausgeiibt. Ein solcher 
relativ indifferenter EinfluB des Fettes auf die Entwicklung der 
B-Avitaminose bei den Tauben war bereits in meinen friiheren Mit- 
teilungen angezeigt (5, 38). Und zwar in Fallen, wo die Diat aus zwei 
organischen Nahrungsstoffen und anorganischen Salzen (bei einer 
geniigenden und gleichen Zahl der Kalorien) bestand, war der Lauf 
der B-Avitaminose dann am meisten ungiinstig, wenn das Fett aus 
der Diaét ganz ausgeschlossen wurde. Die Zusammensetzung aus Fett 
+ Kohlehydraten oder aus Fett + EiweiB sicherte eine langere Lebens- 
dauer als das Kohlehydrat -+- EiweiB (5) (Tabelle V). 

Es war fiir uns deshalb von Wichtigkeit, die Frage zu beantworten, 
wie sich die verschiedenen Quantitaéten von Fetten in Anwesenheit der 
bestindigen Kohlehydrat- und EiweiBquanten zur Entwicklung der 
B-Avitaminose verhalten. Wir veranstalteten gemeinsam mit Herrn 
Dr. B. Solomiant eine Reihe von Experimenten, bei denen, unter 
Beibehaltung eines’ besténdigen und minimalen EiweiSquantums 
(autoklavisiertes Casein) und eines bestandigen Kohlehydratquantums 
(als antiketogenetischen Faktors) das tagliche Fettquantum der drei 
Taubengruppen verschieden war. 

Die erste Serie von Versuchen (13, 14, 15) war im Winter vorgenommen 
worden. Die Tiere wurden in einem ungeheizten Raum') gehalten, wo die 
Temperatur der Luft zwischen — 2 und + 2°C schwankte. Diese Ver- 
suchsserie wurde an 12 Tauben angestellt, je vier Tauben in jeder Gruppe. 
Die erste Gruppe (Versuch 13) bekam nur das notwendige Quantum von 
Kalorien, wihrend die zweite und dritte Gruppe (Versuch 14 und 15) ein 
iiberschiissiges Quantum von Kalorien erhielten, wobei dieser UberschuB 
aus Fett bestand, welches in zunehmenden Dosen hinzugefiigt wurde. Als 
Grundnahrung bekamen die Tauben 2g Casein, 1 g Starke und 0,5 g des 
Salzgemisches und auBerdem Fett: 

OM Scc « 6m 6 +) oh ee + eee oe 
82g ce ee Fe ee o» 14 
ee co ghee hi on 2 ee - 


Die duBeren Versuchsbedingungen (Temperatur des Raumes, Be- 
leuchtung, die GréGe des Kafigs usw.) waren fiir simtliche Tiere gleich. 
Die Tabelle 1V zeigt die Resultate dieser Experimente. 


Aus dieser Versuchsreihe konnten keine endgiiltigen Schliisse gezogen 
werden und darum haben wir im Sommer desselben Jahres eine identische 


1) Aus Mangel an Heizmaterial. 
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Serie von Versuchen mit einer gleichen Zahl von Tieren und unter gleichen 
aéuBeren Versuchsbedingungen (selbstverstandlich mit Ausnahme der 
Lufttemperatur) durchgefiihrt. Die Tauben bekamen 1,5g Casein, | ¢ 
Starke, 0,5 g des Salzgemisches und auBerdem Fett: 


we 6 2 ae 3 ss 4 4 5 0 ee oe 
Aa er ee ada ” 17 
Ea ore een ee »» 18 


Die Tabelle V zeigt die Resultate dieser Experimente : 


Tabelle 1V. 





Zu der Basaldiat 


aus 2g Casein, Die ersten | Mittlere 


Bewegungs- Tod | prune Gewichtsverlust 
a -™ | gon in Proz. des 

erscheinen : 
am Tage Tage Anfangsgewichtes 


31. | 33. | 34.9 
19. 22. 36.9 
16. 16, 19.4 
18, 20. 26,9 


17. 19. 10,0 
18. 18. 168 
20. 21. 164 
19, 20. . Gewichts-) 14.6 
20. 22. | sewichtss 715 
21. 23. | zunahme | 53 
18. 18. 198 


Tabelle V. 





Zu der Basald'at Die ersten P 

= ied. = | Bewegungs- | Mittlere Gowichtovertest 
Salagem sch und  StOrungen | Lebensdauer _—in Proz. des 
zugetiigtem Fett erscheinen | Anfangsgewichtes 


8 am Tage | Tage 


3 22. 5, 36,2 
39. : 25'8 
19, 29'5 
54. 14,4 


24. . ‘ 19,7 
A . 11,6 
23. bat 12,0 
26. ; ,7 
25. , 28,2 
26. : 26,2 
42. ' 

30, ‘ 24,7 





— - 


~~ ST 
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Die Resultate der Experimente dieser Serie weichen von denen der 
ersten (Tabelle IV) nur in bezug auf die durchschnittliche Lebensdauer 
ab. die zweifellos von der 4uBeren Temperatur abhing. Und darum kénnen 
wir der Meinung von Ogata (40), da®B die Erscheinungen von Nerven- 
stérungen im Sommer friiher als im Winter sich entwickeln, nicht bei- 
stimmen. Eine ausgesprochene Differenz der Lebensdauer bei den Tauben 
in den Sommerversuchen im Vergleich zu derjenigen der Winterversuche 
wurde von uns nur da beobachtet, wo die Hauptmasse der Nahrung aus 
Fett bestand. Wir haben ebenfalls eine ganze Reihe von Versuchen bei 
niedriger Temperatur des Raumes vorgenommen, wo das Fett die aus- 
schlieBliche Diaét bildete und wir bemerkten, da8 die Lebensdauer der 
Tauben dabei bedeutend kiirzer war, als bei den entsprechenden Sommer- 
versuchen, die auf Tabelle I angefiihrt sind. Bei allen anderen Nahrungs- 
regimen hat die auBere Temperatur keine bestimmte Wirkung gehabt, 
und in dieser Hinsicht stimmen unsere Beobachtungen mit denjenigen von 
Shinoda (41) tiberein. 

Die Resultate der zweiten Versuchsreihe (Tabelle V) haben die Un- 
bestimmtheit der Ergebnisse der ersten Versuchsreihe (Tabelle IV) nicht 
ausgeglichen: sowohl in dem einen wie in dem anderen Falle verringerte 
in den Versuchen 14 und 17 die Erhéhung der Kalorienzahl auf Rechnung 
des Fettes die durchschnittliche Lebensdauer. 


Weitere Erhéhungen der Kalorienzahl] in den Versuchen 15 und 18 
verlingerte die Lebensdauer, doch blieb sie kiirzer als diejenige, welche 
die Tiere der Yersuche 13 und 16 hattten. Wir haben vorlaufig keine 
Griinde, anzunehmen, da8 die Hemmung der Entwicklung von B-Avitaminose 
in Versuchen 15 und 18 von den vitaminsparenden Eigenschaften des 


Fettiiberschusses abhinge. Trotzdem die zweimal wiederholten Versuche 
in dieser Beziehung das gleiche Ergebnis lieferten, kénnen nur weitere 
Experimente der Lésung dieser Frage nahertreten und zeigen, ob hier 
nicht eine bestimmte GesetzmaBigkeit bestehe. 


Somit stellte das Fett in den Fédllen des isokalorischen Ersatzes in 
Nahrungsgemischen des einen Nahrungsstoffes durch einen anderen die 
aller wenigsten Forderungen an das Vitamin B. Ebenso stellt das Fett im 
Vergleich mit EiweiB und Kohlehydraten die aller geringsten Forderungen 
an das Vitamin B der Didt auch dann, wenn die isokalorischen Aqui- 
valente eines jeden von denselhen die ausschlieBliche Kost hilden, wie es 
aus Tabelle I folet. Wenn aber in den Nahrungsgemischen eine 
Erhéhung der Kalorienzahl auf Rechnung des Fettes stattfindet, so 
beschleunigt dieselbe in einem gewissen Mae die Entwicklung der 
B-Avitaminose. 


Indessen bei Zusatz des Fettes tritt diese Beschleunigung nicht 
so bestimmt und regelmaBig ein, als wenn eine solche durch die Er- 
héhung der EiweiB- oder Kohlehydratenquote verursacht wird. Da 
die Erhéhung der Kalorienzah! auf Rechnung des Fettes, wo dasselbe 
die ausschlieBliche Nahrung bildet, keine bemerkenswerte Einwirkung 
auf die durchschnittliche Lebensdauer der Tiere ausiibt (bei unseren 
Versuchen bei einer notwendigen Kalorienzahl = 57,4 Tage und bei 
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einer doppelten Zahl = 56,4 Tage), so hangt offenbar in gewissem 
MaBe eine solche Beschleunigung der B-Avitaminoseerscheinunyen 
bei einer Erhéhung des Fettquantums angesichts des EiweiBes und der 
Kohlehydrate eben vom Vorhandensein des EiweiBes und der Kohle. 
hydrate ab. 

Diese relative Indifferenz des Fettes zu der Entwicklung der 
B-Avitaminose der Tauben findet Bestatigung in einigen Beobachtungen 
auch bei anderen Autoren. Collazo (42) zeigte, daB wahrend die avita. 
minésen Tiere auf die Einfiihrung von Kohlehydraten mit akuten 
Nervenerscheinungen reagierten, dieselben keine Reaktion bei Ein. 
fiihrung von Fetten zeigten. Die Indifferenz, mit der sich das Fett 
zur Entwicklung der B-Avitaminoseerscheinungen verhalt, ist auch 
als Grundursache der manchmal betrachtlichen Fettablegungen zu 
betrachten, welche wir bei den Obduktionen der avitaminésen Tauben. 
die wahrend ihres Lebens tiberschiissige Fettportionen erhielten, beob- 
achtet haben. 


Es wurde sowohl bei einer ausschlieBlichen Fettdiit als auch bei 
einer Diaét, in der Kohlehydrate und Eiwei8 vorhanden waren, fest- 
gestellt. Bei einer Sektion vermochten wir in solchen Fallen sogar 
makroskopisch die Ablagerung des mit der Nahrung erhaltenen Fettes 
im Netze, um das Nierenlager, in der Lumbalgegend, manchmal in 
dem Unterhautzellgewebe, sowie in den verschiedenen Organen zu 
entdecken. In einem von unseren Versuchen mit den Tauben bei den 
Dosen von 15 g Fett pro Tag (Taube 73) beobachteten wir sogar, infolge 
der betrachtlichen Fettablagerung, eine Erhéhung des Kérpergewichtes, 
welches am Todestage das urspriingliche Gewicht um 7,5 Proz. iiber- 
stieg. (Anfangsgewicht = 292g, Endgewicht = 332g. Der Inhalt 
des Kropfes und derjenige des Darmkanals = 18,5 g; Tod am 22. Tage.) 
Zu unserem Erstaunen beobachteten wir eine derartige Ablagerung 
des Fettes auch bei manchen avitaminésen Tauben, die auschlieBlich 
eine Fettdiat bekamen, auch dann, wenn die allgemeine Kalorienzah! 
bloB aus 50 Proz. des Bedarfs bestand. Die histochemischen Daten 
werden demnachst ausfiihrlich beschrieben. 


Die Fahigkeit der avitaminésen Tauben, das als Zulage zum Reis 
erhaltene Fett abzulagern und eine geringere Erschépfung im Vergleich 
zu denjenigen Tauben, die bloB mit Reis ernahrt wurden, darzubieten, 
war eben auch von Korenchevsky (43) bemerkt. 


Bei allen unseren Versuchen, ebenso wie auch bei denjenigen der 
iibrigen Forscher, wurde bei den Tauben, die kein Fett oder nur auto- 
klavisierte Gerste erhielten, ein vollstandiges Verschwinden des Fett- 
gewebes beobachtet. Es ist zu bemerken, daB Ogata (40) manchmal 
auch in ahnlichen Fallen bei den Hiihnern eine Fettablagerung fand, 
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die eine Zunahme an Gewicht zur Folge hatte. Wir beobachteten 
niemals eine Fettablagerung auch bei einer reichlichen Ernéhrung 
mit Kohlehydraten, was durch einen Verlust der Eigenschaft des 
avitaminésen Organismus, Kohlehydrate in Fette umzuwandeln, erkléart 
werden muf. 


Zin solches relativ indifferentes Verhalten der Fette zur Entwicklung 
der B-Avitaminose scheint nur dem Vogelorganismus eigentiimlich zu sein. 
Die Diaét mit einer hohen Fettquote gibt bei den Ratten den ungiinstigsten 
Verlauf der Avitaminose [Funk und Dubin (10), Asada (7)], und das Gewebe 
dieser Tiere erleidet den gréBten Fettverlust gerade eben bei einem Zusatz 
von Fett zum Nahrungsgemisch [Asada (44)]. Da® der Grund der Differenz 
zwischen unseren Resultaten und denjenigen der anderen Autoren haupt- 
sichlich in verschiedenen Versuchsobjekten (Tauben, Ratten) liegt, wird 
durch die Versuche von Funk, die mit verschiedenen Objekten vorgenommen 
wurden, bestatigt. Wahrend die Ratten bei einer Didit mit einem hohen 
Fettgehalt den ungiinstigen Verlauf der Avitaminose zeigten [Funk und 
Dubin (10)], entwickelte sich bei den Tauben bei einer solchen reich- 
lichen Fettdiét die B-Avitaminose, wie auch in unseren Fallen, am lang- 
samsten (9). 

Die Ursache eines solchen Unterschiedes zwischen den Tauben und 
Ratten in bezug auf den Uberschu® des Fettes liegt offenbar — und damit 
sind wir vollstaéndig mit Asada (7) einig — in dey Verschiedenheit ihres 
Stoffwechsels. Der Purinstoffwechsel dieser beiden Tierarten ist verschieden, 
aber am wichtigsten ist der Umstand, daB auch der Vitaminbedarf der Taubep 
und Ratten ganz verschieden ist. Wahrend der Bedarf der Tauben an 
Vitaminen sich nur auf das Vitamin B beschrankt, ist der Bedarf an Vitaminen 
bei den Ratten bedeutend komplizierter. Dieselben bediirfen nicht nur 
der Vitamine A, B, D, E (betreffs Bedarf an Vitamin C sind die Ansichten 
geteilt), und nicht nur in der Gruppe des Vitamins B gibt es offenbar von 
dem Vitamin D verschiedene Stoffe, welche zum Wachsen der Ratten 
unentbehrlich sind, deren die Tauben aber nicht bediirfen [nach der Nomen- 
klatur von Euler und Lindstal (45) hD,]}, sondern es gelingt iiberhaupt 
oft nicht, die jungen Ratten mit den kiinstlichen Nahrgemischen sogar 
dann groBzuziehen, wenn dieselben sémtliche bekannte Vitamine enthalten, 
weil nicht alle zur Entwicklung der Ratten notwendige Faktoren bekannt 
sind [Heaton (46), Emmet und Mc Kim (47), Emmet und Luros (48), Emmet 
und Stockholm (49), Deas (50))}. 


Indessen werden die Avitaminoseforschungen gewdhnlich mit 
jungen Ratten vorgenommen, und deshalb beziehen sich die Ergeb- 
nisse, welche in bezug auf den Stoffwechsel auf diesem Wege erhalten 
wurden, hauptsichlich auf die Zustande, fiir die wir den Namen 
Polyavitaminosen“ (oder polymorphe Avitaminose) vorschlagén wiirden 
im Gegensatz zu den ,,Monoavitaminosen“ (oder individuellen Avita- 
minosen), bei denen es sich um den Mangel an irgend einem be- 
stimmten Vitamin handelt. 


Die gréBte Zahl der wertvollen Ergebnisse, die im Laboratorium 
Bickels erzielt wurden, beziehen sich ebenfalls, wie es Bickel (28) selbst 
hervorhebt, auf die Resultate einer Ernahrung, in welcher alle Vitamine 
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fehlten. Es unterliegt keinem Zweifel, daB eine ganze Reihe von Wieder. 
spriichen betreffs der Wirkung der einzelnen Nahrungsbestandte|: 
auf die avitaminésen Zustinde ihren Grund nicht nur in einem ver. 
schiedenen Grade der Vitaminverunreinigung haben, wovon bereits 
oben die Rede war, sondern auch in einer ungleichmaBigen Empfind. 
lichkeit verschiedener Tierarten in bezug auf den Mangel an diesem 
oder jenem Vitamin. 

Die Ergebnisse von Asada (7) beziiglich der belastenden Wirkung 
des Fettes auf die Avitaminoseentwicklung betreffen namentlich die 
polymorphe Avitaminose, weil seine Ratten entweder samtlicher 
Vitamine entbehrten oder mittels Zugabe von Mohrriiben auf einma! 
A-, B- und C-Vitamine bekamen. 

In den Tauben besitzen wir ein gliickliches Objekt, welches uns 
die Méglichkeit gibt, die B-Avitaminose in reinem Zustande zu studieren, 
indem wir unter dem Ausdruck B-Vitamin das Antiberiberi-Vitamin 
verstehen. Unsere Schliisse iiber die Skonomischen Beziehungen des 
Fettes zum Vitaminbestand des Organismus beziehen sich somit aus- 
schlieBlich auf das Vitamin B, ebenso wie auch unsere entgegengesetzten 
Ergebnisse betreffs des EiweiBes und der Kohlehydrate. 


Es ist dchstwehrscheinlich, da®. eine solche Uberempfindlichkeit 
der polymorph-avitaminésen Ratten gegen Fettiiberschu8 noch deswegen 
entsteht, weil, wie einige Versuche zeigen [Hamburger und Collazo (51), 


Asada (44)], das Vitamin A eine bedeutende Rolle im Fettstoffwechsel der 
Saugetiere spielt, wihrend die Tauben das Vitamin A entbehren kénnen. 
Tatsachlich haben die Ratten in den Versuchen von Ederer (12) eine fett- 
reiche Diaét bedeutend schlechter vertragen, wenn nur das Vitamin A 
fehlte, als in dem Falle, wenn das Vitamin B ausfiel. Nichtsdestoweniger 
bedarf die Frage nach einem Zusammenhang des Vitamins A mit dem Fett- 
stoffwechsel noch weiterer Untersuchung, da einige Autoren einen solchen 
Zusammenhang in Abrede stellen (Drummond) (52). 

Jedenfalls ist eine andere Vermutung von Asada (7) beziiglich unserer 
Ergebnisse betreffs des Zusammenhanges von Fett und Vitamin B, die 
wir in einer unserer friiheren Mitteilungen (5) gemacht haben, unserer 
Meinung nach nicht richtig. Asada glaubte annehmen zu diirfen, daf das 
von uns verwendete Sonnenblumenél nicht ganz vitaminfrei wire. Bei 
den Experimenten, welche Asada erwaihnt, wurde das 1 im Laufe von 
40 Minuten bei 130° erwarmt. 


Bei den in dieser Arbeit erwahnten Versuchen hat die Inaktivierung 
im Laufe von 3 Stunden bei 130° gedauert, und trotz dieses Umstandes 
hat die Lebensdauer der Tauben, welche das letzterwahnte Ol bekamen, 
keine Kiirzung erlitten, was dann der Fall ware, wenn die Annahme 
von Asada begriindet wire, sondern sie erwies sich sogar als bedeutend 
langer, und anstatt 33 bis 36Tage (5) (Tabelle III), wie es im ersteren 
Falle war, lebten die Tiere im zweiten Falle 41 bis 57 Tage (Tabelle I). 
Was eigentlich die Ursache eines mehr é6konomischen Verbrauches des 
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Vorrats von Vitamin B durch das Fett als durch EiweifB und Kohle- 
hydrate anbelangt, so benétigt diese Frage noch einer weiteren 
experimentellen Entscheidung ; und eine der Etappen zur Entscheidung 
derselben liegt zweifellos in der Erforschung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung eines jeden einzelnen Nahrungsstoffes bei der B-Avitaminose, 
und dies desto mehr, als die relativ mehr indifferente Beziehung des 
Fettes zum Grundumsatz, als des EiweiBes und der Kohlehydrate durch 
Gigon (53) festgestellt worden ist. In dieser Richtung folgen unsere 
Experimente. 
IV. 

Der Charakter des Verlaufes der B-Avitaminose hangt somit von 
zwei Momenten ab: Einerseits von dem Mangel an Vitaminen selbst 
und andererseits von der Form der Diit, welche das Tier erhalt, wobei 
das Fett sich sparsamer zum B-Vitaminvorrat des Organismus verhiilt 
als Kohlehydrate und Eiweib. 

Der Zusammenhang zwischen den verschiedenen organischen Nahrungs- 
bestandteilen und dem Bedarf an Vitaminen A und C wurde von einer 
Reihe der Forscher untersucht | Takahashi (54), Mellanby (29), Hamburger 
und Collazo (51), Hess (55), Findlay (56)). Es ist auch anzunehmen, dab 
in der Diaét eine bestimmte quantitative Korrelation zwischen den einzelnen 
Vitaminen existieren miisse [Frank (57), Aron (58), Euler (58a)}. In An- 
betracht dessen, daB auf den Verlauf der Avitaminose das Quantum des 
aufgenommenen Wassers von EinfluB ist [Kijkman und Hoogenhuyse (38) 
in bezug auf B-Avitaminose und Jang (59) in bezug auf C-Avitaminose) | 
daB eine Reihe von solchen Bedingungen wie die Temperatur der 
Umgebung, Beleuchtung, [es ist auch nicht ausgeschlossen, daB auf 
den Gehalt der Vitamine in der Nahrung das Licht nicht einwirken 
kénnte (Zilva 59a, Spinka 59b, Steenbock 59c¢ u. d, Euler 59e u. g)} 
Arbeit, Alter, Geschlecht [Simonnet (60)] und sogar die Farbe des Tieres 
[Abderhalden (61), Abderhalden und Ewald (3), Shinoda (41), Rokr (62)} 
den Verlauf der Avitaminose merklich andern kénnen, daB schlieBlich die 
Resistenz den Avitaminosezustanden gegeniiber vielfachen individuellen 
Schwankungen unterworfen ist, halten wir die verschiedenen Kombinationen 
der sdmtlichen erwdhnten Bedingungen fiir die Ursache der mannigfaltigen 
klinischen Formen der Avitaminose, die bei den Versuchstieren, wie auch 
in der Pathologie des Menschen vorkommen. Auf diesen Umstand haben 
schon mehrere Autoren ihre Aufmerksamkeit gerichtet [Bickel (28), 
Shinoda (41, 63), T’scherkes (26)] und zweifellos dadurch ist es zu erkliren, 
daB einige Avitaminosezustdnde sich auch bei der Anwesenheit von Vitaminen 
in der Didt entwickeln (falls sie quantitativ selbstverstandlich der Belastung 
der organischen Bestandteile der Diit nicht entsprechen), wie dies bei 
Kaninchen von Murata (64), bei Hiihnern von T'scherkes (23) und offenbar 
auch bei den Menschen von Shinoda (63) beobachtet wurde (sogenannte 
Hypovitaminose). 

Ein zweites Ergebnis unserer Experimente besteht darin, dab 
bei dem B-Vitaminhunger das Prinzip des isodynamischen Ersatzes in 
seiner Geltung beschrdénkt oder vielleicht auch tiberhaupt unanwendbar 


* 
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wird, und deshalb miissen in die Formulierung des Isodynamiegeset xes 
die Daten iiber den B-Vitamingehalt der Diat inbegriffen werden 
Selbstverstindlich kann diese Formulierung nur dann verwirklicht 
werden, wenn es méglich sein wird, entweder die Vitaminquantitaten 
oder deren biologische Eigenschaften zu messen. 


Dieser SchluB bekommt die Bedeutung eines sehr groBen praktischien 


Wertes, weil die isodynamischen Ersiitze gewéhnlich entweder am 
Bette eines Kranken oder bei einer Massenversorgung bei beschrankten 
Mitteln statthaben. In diesen Fallen ist die Nahrung gewoéhnlich gleich. 
zeitig arm an Vitaminen und einseitig, d. h. in einem solchen Zusammen 
hang der Eigenschaften, wo der Organismus, indem er des Ersatzes 
einer Energiequelle durch eine andere bediirfte, gleichzeitig eine aus. 
gedriickte Stérung desjenigen Mechanismus aufweist, welcher diese 
Ersatze reguliert. Und tatsichlich ist bei einem Vitaminmangel am 
vorteilhaftesten eine gemischte Nahrung zu geben [Asada (7)]. 

Zweifelsohne sind diejenigen Ausfallserscheinungen, welche bei 
der Blockade beobachtet wurden und welche man mit Fettmange! 
zu verkniipfen suchte, dadurch hervorgerufen worden, daB der Ersatz 
des Fettes durch andere organische Nahrungsstoffe (hauptsichlich 
natiirlich durch Kohlehydrate) statthatte unter den Bedingungen 
eines Vitaminmangels. 


Zusammenfassung, 


1. Die Ergebnisse, die bei einem vollstandigen Vitaminhunger 
der Tauben erzielt worden sind, beziehen sich auf B-Avitaminose. 

2. Die VergréBerung der Protein- und Kohlehydratquote in der 
Nahrung beschleunigt die Entwicklung der B-Avitaminose. 

3. Am indifferentesten zur Entwicklung der B-Avitaminose der 
Tauben verhalt sich das Fett der Nahrung. Die VergréBerung des 
Fettquantums in der Diat, die ausschlieBlich aus Fett besteht, wirkt 
nicht in bemerkbarer Weise auf den Lauf der B-Avitaminose. 

Die VergréBerung des Fettquantums im Nahrungsgemisch bei 
Anwesenheit der Kohlehydrate und Proteine beschleunigt einiger- 
maBen die B-Avitaminoseentwicklung. Diese Beschleunigung ist nicht 
immer bestaindig und bestimmt und haingt von der Anwesenheit cer 
Proteine und Kohlehydrate ab. 

4. Die Méglichkeit des isodynamischen Ersatzes ist bei einem 
B-Vitaminmangel wesentlich beschrankt. 

5. Es werden vorgeschlagen die Ausdriicke Polyavitaminose (oder 
polymorphe Avitaminose) in Fallen eines Hungers an simtlichen oder 
an einigen Vitaminen, und Monoavitaminose (oder individuelle Avita- 
minose) bei einem Hunger an einem bestimmten Vitamin. 
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Uber die physiologische Wirkung 
des Histidinanhydrids und des Histidyl-histidin-esters, 


Von 
Takeshi Hosoda. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 
(Eingegangen am 29. Oktober 1925.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung der Carboxylgruppe fiir die intramolekulare Ent- 
giftung ist schon friih erkannt. Stachydrin und Hygrinsaure sind ganz 
ungiftig: wird aber die entgiftende Carboxylgruppe abgespalten oder 
auBer Funktion gesetzt, so z. B. bei der Uberfiihrung des Stachydrins 
in den Hygrinsaure-methylester, so erweist sich der letztere als Krampf- 
gift'), Auch die pharmakodynamisch indifferenten Aminosaduren 
kénnen bekanntlich durch Abspaltung der Carboxylgruppe in die 
wirksamen Amine umgewandelt werden. 

Die pharmakodynamische Aktivierung der Aminosauren durch 
Deckung der Carboxylgruppe wurde von Minoru Arai*) in unserem 
Laboratorium konstatiert. Er hat namlich erwiesen, daB mehr oder 
weniger aktive Stoffe aus den entsprechenden Aminosauren auch durch 
die Veresterung der Carboxylgruppe entstehen kénnen. So ist die 
Méglichkeit gegeben, daB die indifferenten Aminosduren je nach der 
Bindungsweise eventuell in einen pharmakodynamisch aktiven Mole- 
kularkomplex iibergefiihrt werden, sobald die hemmende Carboxyl- 
gruppe tiberhaupt in irgend einer Weise abgelenkt wird. 

Auf die Veranlassung von Prof. Dr. Takaoki Sasaki habe ich es 
unternommen, diese Uberlegung experimentell weiter zu verfolgen. 

Da unter den EiweiBbausteinen das Histidin besonders biologisch 
sehr wirksame Derivate, z. B. Histamin, liefert, und tiberhaupt der 
Glyoxalinring reges Interesse beansprucht, habe ich die folgenden Ver- 
bindungen zu biologischen Untersuchungen herangezogen : 

|-Histidy!-1-histidin, 1|-Histidin-anhydrid, |-Histidy! -1-histidin- 


methylester. 


') Zitiert nach Guggenheim, Biol. Amine, 8. 227. Berlin 1920, 
2) M. Arai, diese Zeitschr. 136, 203, 1923. 





222 T. Hesoda: 


Das Histidinanhydrid ist zwar schwach wirksam am ais. 
geschnittenen Darm, Uterus und an KaninchenohrgefaiBen, aber \ jc} 
schwacher als Histamin. Intravenése Injektion von 6,07 g Histi«din. 
anhydrid pro Kilogramm ist beim Kaninchen ganz unwirksam auf 
den Blutdruck. Am iiberlebenden Meerschweinchenuterus wirkt das 
Histidinanhydrid in einer Konzentration von 1:4000 kaum kon. 
trahierend. Die Wirkung des Histidyl-histidin-esters ist ahnlich wie 
die des Histidin-esters, aber bedeutend schwiacher; am _ iiberlebenden 
Meerschweinchenuterus wirkt er in einer Konzentration von 1 : 20000 
noch ziemlich deutlich. Bei den Untersuchungen der Blutdruckwirkuny 
konnte man eine auffallende, anfainglich voriibergehende Senkung nicht 
nachweisen, welche Arai (l.c.) bei Histidinester beobachtet hatte 
Histidin und Histidyl-histidin waren dagegen in ciner Konzentration 
von 1: 1000 vollstandig inaktiv. 

Durch die Verlangerung der Kette, so beim Histidyl-histidin, 
d. h. durch die Verdoppelung des Imidazolringes, kann somit keine 
pharmakodynamische Aktivierung hervorgerufen werden. —Histidin- 
anhydrid zeigt mehr oder weniger deutliche Wirkung auf die glatten 
Muskulaturen; sie ist aber so schwach, daB man ihr keine praktische 
Bedeutung zumessen kann!). Das versteht man gut, da die biologisch 
wichtige Aminogruppe des Histidins bei der Anhydrierung in die wenig 
wirksame Iminogruppe umgewandelt wird. Infolge der Deckung der 
Carboxylgruppe bleiben lediglich beide Imidazolkerne unbeeinflubt 
Das freie Glyoxalin ist ja nur ganz schwach wirksam?). Histidy!- 
histidin-ester wirkt auf die glatten Muskulaturen wie der Histidinester, 
ist jedoch in quantitativer Hinsicht etwa siebenmal schwacher als der 
letzte. Mithin wird die pharmakodynamische Wirkung des Amino- 
siureesters infolge der Verlangerung der Kette abgeschwiicht, so in 
unserem Falle beim Ubergang des Histidin-esters in Histidyl-histidin- 
ester. Diese Tatsache ist vom rein chemischen Standpunkt schwer 
zu verstehen. Vielleicht spielt die Veranderung der physikalischen 
Verhaltnisse infolge der MolekiilvergréBerung dabei eine wichtige Rolle. 
Eine ganz ahnliche Erfahrung hat Guggenheim friiher mit Peptaminen*) 
gemacht. 

Experimenteller Teil. 

Histidin-anhydrid wurde nach der Methode von H. Pauly*) her- 

gestellt, aus heiBem Wasser umkristallisiert und als Pikrat identifiziert. 


') Vgl. Guggenheim, diese Zeitschr. 65, 189, 1914. 

2) Zitiert nach S.Frdnkel, Die Arzneimittelsynthese, 5. Aufl., 1921, 
S. 89; M. Guggenheim, Biol. Amine 1920, 8S. 197; H. Auvermann, Arch. tf. 
exper. Pathol. u. Pharm. 84, 155, 1919. 

3) M. Guggenheim, diese Zeitschr. 51, 387, 1913. 

‘) H. Pauly, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 75, 1910. 
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Das Histidyl-histidin wurde nach FE. Fischer und U. Suzuki") als Pikrat 
abveschieden und dann in salzsaures Salz verwandelt. Das so dar- 
vestellte, nicht schén kristallinische Histidyl-histidin-chlorhydrat wurde 
zgweimal, wie tiblich durch wasserfreien Methylalkohol und trockenes 
Salzsiuregas verestert und dann in methylalkoholischer Lésung in 
der Kalte mit Salzsiuregas nachgesittigt. Beim Stehen im Eisschrank 
schied sich eine kristallinische Masse ab. Diese Masse trocknete man 
im Vakuumexsikkator iiber konzentrierter Schwefelsaure und Atznatron. 
Fiir die Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei 80° getrocknet: 
0,0979 g Substanz: 0.1021 g AgCl. 
0.1081 g Substanz: n 10 NH, 15,4 cem. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,.3 HCI: Gefunden : 
AO eae ae ee a 25,78 Proz. 
ere ee ae 19,82 


Die Analyse stimmt auf Histidyl-histidin-methylester-trichlor- 


hydrat. 
a) Einwirkungen auf den Blutdruck. 

Versuch 1. Kaninchen, 2000 ¢. Zur Narkose wurde 1 g Athylurethan 
subkutan injiziert. Bei allen weiteren Experimenten wurde Urethannarkose 
gebraucht. Der Carotisdruck wurde auf einer rotierenden Tromme! registriert. 
1.5eem der 10proz. Histidinlésung*) intravenés injiziert, erwiesen sich als 
unwirksarn. 

Versuch 2. Kaninchen, 2050 g¢. 1,5 cem der 10proz. Histidyl-histidin 
lésung intravends eingespritzt. Blutdruck gar nicht beeinflubt. 

Versuch 3. Kaninchen, 2100g.  3cem der 5proz. Histidin-anhydrid- 
lésung intravendés injiziert, dabei keine besondere Verainderung nachweisbar. 

Versuch 4. Kaninchen, 1880g. 2cem der 4proz. Histidyl-histidin- 
esterlésung in die Ohrvene eingespritzt. Zuerst sieht man geringgradige 
Steigerung des Blutdrucks, der aber nach einigen Minuten allmahlich bis 
zur normalen Hoéhe sinkt. 

Versuch 5. Kaninchen, 2440g. 2cem der 5proz. Histidyl-histidin- 
esterlésung intravends injiziert. Bei diesem Falle auch eine leichte Blut- 
drucksteigerung nachweisbar (Abb. 1). 


Abb. 1. 


1) E. Fischer und U. Suzuki, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 38, 4173, 1905. 
2) Die Substanzen wurden bei den Experimenten als Chlorhydrat 


verwendet. 
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b) Versuche an iiberlebenden glatten Muskeln. 
Man setzt ein ausgeschnittenes, nicht trachtiges Uterushorn in 80 | jx lu, 
100 cem der auf 39° C erwirmten, mit Sauerstoff durchperlten T'yrode se}. on sic 
Lésung und laBt seine Bewegung mittels eines Hebels auf einer rotierendon 
Trommel registrieren. Histidinanhydrid bewirkt mehr oder weniger starke 
Erregung; die minimal wirksame Dosis ist beim Kaninchenuterus | : 2,700, 
beim Meerschweinchenuterus | : 4,000 (Abb. 2). 
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\bb. 2. Meerschweinchenuterus. Zu der durch Pfeil gekennzeichneten Zeit 2ccm der 
1 proz. Histidinsanhydridlésung in 80 com Tyrode-Lésung zugesetzt. 


Der Histidylhistidinester bewirkt starke Kontraktions- und Tonus- 
steigerung (Abb. 3 und 4). 











Abb.3. Meerschweinchenuterus. Zu der mit Pfeil gekennzeichneten Zeit wurde 1 ccm der 
0,5 proz. Histidylshistidin-esterlésung zugesctzt; lebhafte Kontraxtion, Tonus gesteigert 
Beim zweiten Pteil ausgewaschen. 





Abb. 4. Kaninchenuterus. Zu der mit Pfeil gekennzeichneten Zeit wurde | proz. Histidyl-histidin 
esterlésung 1 ccm zugesetzt, Tonus gestcigert. Beim zweiten Pfeil ausgewaschen. 
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Die minimal wirksame Dosis beim Kaninchenuterus ist 1 : 8,000 bis 
10,000, beim Meerschweinchenuterus 1: 20,000. Histidyl-histidin erwies 
sich selbst in der Konzentration von 1 : 1,000 als unwirksam. 


c) Versuch mit ausgeschnittenen Diinndarmstiicken. 


Diese Versuche wurden ganz in gleicher Weise wie mit dem Uterushorn 
ausgefiihrt. Auf Histidinanhydrid und Histidyl-histidin-ester reagieren 
Kaninchen- und Meerschweinchendiinndarmstiicke: mit einer leichten Er- 
regung (Abb. 5 und 6). 


Abb. 5. 


Meerschweinchendiinndarm. Beim ersten Pfeil 1 com von 2 proz. 
Histidyl-histidin-esterlésung zugesetzt. Tonus gesteigert. Beim 
zweiten Pfeil ausgewaschen. 


Abb. 6. 


Kaninchendiinndarm. Beim ersten Pfeil 1 com der 2 proz. Histidyl- 
histidin-esterlésung zugesetzt. Beim zweiten Pfeil ausgewaschen. 


d) Durchstrémungsversuche nach der Methode 


von Bissemski. 


Zuerst verwendete man Lockesche Lésung ohne Zuckerzusatz, dann 
spritzte man 0,5- bis 1,0 proz. Lésung von Histidin, Histidyl-histidin, Histidin- 
anhydrid und His-idyl-histidin-ester mittels einer feinen Nadel durch das 
Zuleitungsrohr dicht oberhalb der GefaBkaniile langsam ein, indem man 
immer die Reaktionsfahigkeit des Praparats vor und nach den Versuchen 
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mittels einer verdiinnten Adrenalinlésung kontrollierte. 


Histidin 


Histidyl-histidin erwiesen sich als unwirksam. Die GefaSwirkung 
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Abb. 7. 
05 com der | proz. Histidinanhydrid- 
lésung injiziert 


Histidinanhydrid und Histid 
histidin - methylester ergab ein k 
sultat, das Abb. 7 und 8 zeigt. 
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Abb. 8. 
0,5 com der 1 proz. Histidyl-histidin-ester 
losung injiziert. 





iber die Peroxydasefunktion des Oxyhamoglobins. 
Von 
A. Bach und A. Kultjugin. 


‘Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingeqangen am 30. Oktober 1925.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Ausgehend von der Annahme, daB ein der pflanzlichen Peroxydase 
ihnliches Enzym im Blute neben Oxyhimoglobin vorkomme und daB 
letzteres kochbestandig sei, arbeiteten A. Bach und S. Subkowa (1) eine 
Methode aus, welche gestattet, den Peroxydasegehalt minimaler Blut- 
mengen (0,001 com) zu' messen. .Gegen diese Annahme erhoben R. Will 
stdtter und A. Pollinger (2) den Einwand, da ihrer Erfahrung nach 
die peroxydatische Wirkung von Oxyhamoglobinlésungen nach kurzem 


Aufkochen betrachtlich (beispielsweise auf ein Achtel) herabgesetzt 
wird. Da uns dieser Einwand als schwerwiegend erschien, entschlossen 
wir uns, die Frage nach der Existenz einer vom Oxyhiimoglobin un- 
abhangigen Peroxydase im Blute naher zu untersuchen. 


Die Frage ist nicht neu. Linossier (3) und spiiter .Wortessier (4) stellten 
fest, daB Leucocyten die bekannte Reaktion auf Peroxydase mit Guajac- 
emulsion und Hydroperoxyd geben. Moitessier fand ebenfalls, dab die 
gleiche Reaktion nicht nur durch das Oxyhaimoglobin, sondern auch durch 
dessen eisenhaltige Abbauprodukte hervorgebracht wird. Diese katalytische 
Wirkung bleibt auch nach dem Kochen erhalten, waihrend die Peroxydase 
wirkung der Leucocyten durch Siedehitze vernichtet wird. EB. Czyhlarz 
und O. Fiirth (5) bestatigten die Angaben von Moitessier und glaubten, 
in der Katalyse der Reaktion zwischen Jodwasserstoffsiure und Hydro- 
peroxyd einen Weg zur Unterscheidung der Wirkung der tierischen Per- 
oxydase von der des Oxyhamoglobins gefunden zu haben. Diese Reaktion 
wird namlich nicht durch Oxyhamoglobin, wohl aber durch Eiter und 
lymphoide Gewebe beschleunigt. Dieselben Forscher machten die Beob- 
achtung, daB die Oxydation der Leucobase des Malachitgriins durch das 
System Peroxydase + Hydroperoxyd den fiir Fermentwirkungen charak- 
teristischen Verlauf aufweisen, wahrend es bei dem Oxyhamoglobin nicht 
der Fall ist. Bukmaster (6) bestatigte das verschiedene Verhalten der echten 
Peroxydase und des Oxyhamoglobins und schlug fiir letzteres die Bezeichnung 
..Pseudoperoxydase vor. Zu ahnlichen Ansichten betreffend die Ver- 
schiedenheit der Wirkung des Oxyhamoglobins und der echten Peroxydase 
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und die Kochbestandigkeit des ersteren gelangten auch Pighini 
Senter (8) u.a. 

Nach Battelli und Stern (9) eignet sich die Katalyse der Reaktion zwisch, 
Jodwasserstoffsiure und Hydroperoxyd nicht zur Unterscheidung d: 
echten Peroxydase von Hamoglobin, da hier die anwesende Katalase a); 
die Reaktion stérend wirkt. Wendet man aber anstatt Hydroperox, 
Athylhydroperoxyd, auf welches Katalase ohne Wirkung ist, an, so findet 
man, da Oxyhimoglobin ebenso wie lymphoide Gewebe die Oxydation 
der Jodwasserstoffsiure beschleunigen. Dagegen sehen Battelli und Ste) 
in der Oxydation der Ameisenséiure durch Hydroperoxyd in Gegenwart 
von Blut und verschiedenen Tiergeweben eine Reaktion auf ,,echte’ Pe: 
oxydase, obgleich ,,dieses Oxydationsvermégen des Blutes wenigstens zum 
groBten Teil dem Blutfarbstoff — dem Oxyhiamoglobin zuzuschreiben 
ist. Die Peroxydase, welche Ameisenséure oxydiert, sei mit derjenigen, 
welche Jodwasserstoffsiure oxydiert, identisch. Wolff und de Stécklin (10) 
fiihrten den Beweis, daB das Oxyhimoglobin sowohl bei der Oxydation 
der Jodwasserstoffsiure wie bei der anderer Substrate durch Hydroperoxyd 
die gleiche katalytische Wirkung, wie die pflanzliche Peroxydase, ausiibt 
Willstatter und Pollinger fanden, daB das Oxyhimoglobin das Verhalten 
und die Wirkung der peroxydatischen Enzyme zeigt, und scheinen sich 
fiir dessen Enzymnatur auszusprechen. 

Da es uns zuniichst auf eine praktische Frage — die ZweckmaBigkeit 
der Bestimmung der ,,Peroxydasezahl* des Blutes auf chemischem 
Wege — ankam, suchten wir festzustellen, ob die peroxydatische 
Wirkung des Blutes mit der des darin enthaltenen Oxyhamoglobins sich 
unter allen Umstinden véllig deckt. Uber die von uns in verschiedenen 
Richtungen angestellten Versuche wird im nachstehenden  berichtet. 


I, Blutlésungen von gleicher Firbungsintensitit iiben gleich croBe 

peroxydatische Wirkungen aus. 

Blutproben verschiedener Herkunft ergeben meistens bei gleicher 
Verdiinnung mit Wasser Blutlésungen von verschiedener Farbungs- 
intensitat und peroxydatischer Kraft. Die Schwankungen der peroxy- 
datischen Wirkungen kénnen auf den verschiedenen Gehalt der Blut- 
proben an Oxyhimoglobin oder — angenommen, daB im Blute eine 
besondere Peroxydase neben dem Blutfarbstoff existiert — auf den 
verschiedenen Gehalt der Proben an diesem Enzym zuriickgefiihrt 
werden. Trifft letztere Annahme zu, so sollte man Blutlésungen 
begegnen, die bei gleicher Farbungsintensitat verschiedene peroxydatische 
tigenschaften aufweisen. Versuche mit Menschen- und Kaninchenblut 
ergaben aber, daB dies nicht der Fall ist. 

Von dem umfangreichen Versuchsmaterial sei hier nur folgendes 
angefiihrt: Blutproben aus einem Krankenhaus wurden mit destilliertem 
Wasser auf das 1000fache verdiinnt, und die erhaltenen Blutlésungen 
wurden in vier Reihen ihrer Farbungsintensitaét nach angeordnet 
In jeder Reihe wurden die ungleich gefarbten Lésungen zum Teil durch 
entsprechende Verdiinnung mit Wasser auf die Farbungsintensitat der 
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schwachsten Proben (Nr. 1 jeder Reihe) gebracht. In den ungleich 
und gleich gefarbten Blutlésungen wurden dann die Peroxydasezahlen 
nach Bach und Subkowa bestimmt. 

Je lcem der entsprechenden Lésungen wurde mit 1 cem 0,1 proz. 
Guajakollésung, 7 cem Wasser und | ccm | proz. Hydroperoxydlésung 
zusammengebracht, und nach 15 Minuten langem Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur wurden die oxydierten Guajakolmengen  kolori- 
metrisch im Autenriethschen Keilkolorimeter bestimmt. Die Peroxy- 
dasezahl ist, in Tausendstel Milligramm ausgedriickt, die Guajakol- 
menge, die unter den angegebenen Bedingungen durch 1 cmm Blut 
oxydiert wird. In folgender Tabelle sind die erhaltenen Resultate 
zusammengestellt. Spalte A bezeichnet die urspriinglich ungleich 
gefarbten Blutlésungen (1: 1000), Spalte B dieselben Lésungen nach 
Ausgleich der Farbungsintensitaten durch entsprechende Verdiinnung 
mit Wasser. 

Tabelle 1. 


Peroxydasezahlen von ungleich und gleich gefarbten Blutlésungen (Mensch). 





1. Reihe 2. Reihe + 3. Reihe 4. Reihe 

. B A B A B A B 
36 37 36 50 49 31 32 
35 45 37 52 49 46 32 
36 47 36 i4 50 5l 32 
36 49 38 54 49 52 33 
35 52 36 57 49 56 32 
36 54 36 60 49 59 32 


In ganz ahnlicher Weise wurden Versuche mit Kaninchenblut 
ausgefiihrt. 
Tabelle 11. 


Peroxydasezahlen von ungleich und gleich gefarbten Blutlésungen 
(Kaninchen). 





1. Reihe 4 3. Reihe 4. Reihe 
A } ; A he | iB A ; B 


35 5 39 41 41 43 43 
38 é 38 43 41 53 43 
40 y 39 44 41 53 43 
42 é 39 48 39 59 43 
43 53 39 53 39 60 42 
45 67 40 66 40 64 43 


Aus obigen Tabellen geht hervor, da8 Blutlésungen, welche ur- 
spriinglich ungleich gefarbt sind und verschiedene peroxydatische 
Wirkungen aufweisen, nach Ausgleich der Farbungsintensitat genau 
gleiche Peroxydasezahlen ergeben. Dieser enge Zusammenhang zwischen 
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Farbungsintensitat und peroxydatischer Wirkung spricht gegen «.¢ 
Annahme, daB im Blute neben dem Oxyhimoglobin eine besondere 
Peroxydase vorkomme. 


Il. Das Verhiltnis Hiimoglobinzahl: Peroxydasezahl 
ist bei Mensch und Kaninchen eine Konstante. 

Ist das Oxyhimiglobin das einzige peroxydatische Agens des 
Blutes, so muB bei Blutproben mit verschiedenem Blutfarbstoffgehatt 
und verschiedenem peroxydatischen Vermégen zwischen ersterem wnd 
letzterem eine direkte Proportionalitaét bestehen, mit anderen Worten, 
das Verhdlinis Hdmoglobinzahl: Peroxydasezahl muf eine Konstant; 
sein. Versuche ergaben, daB dies tatsiachlich der Fall ist. 

Als Beispiel sollen folgende Zahlen angefiihrt werden - 


Tabelle 111. 
Hamoglobinzahlen nach Sahli und Peroxydasezahlen nach Bach und Subkowa 
bei Mensch und Kaninchen. 





Mensch Kaninchen 


P—Z Hb—Z:P-Z P—Z 


61 1,62 53 

54 1.75 66 

42 1,66 . 41 

52 1,76 43 

46 1,74 ; 48 

36 1,72 j 44 

1,65 : 53 

1,66 06 59 

1,68 6 60 

1,74 64 

1.67 53 

1.61 43 

73 ( 47 

1,73 38 

1,68 42 

1.76 42 

1,70 ‘ 53 

1.75 57 

1,67 42 

5] 1,68 j 38 

46 1,69 ) 40 

56 1.66 35 

52 1,65 f 43 
31 1,77 45 69 


I 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


+ 0.05 ; O12 
0,08 Mittel 1.68 | + 9,1 


file a 
Mittel 1,69 | — 0.06 )— O11 


Obgleich also der Hiamoglobingehalt des Menschen- und Kaninchen 
blutes in ziemlich weiten Grenzen (etwa um 40 Proz.) schwankt, eriwies 
sich das Verhiltnis Héimoglobinzahl: Peroxrydasezahl als auffallend 
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konstant. Diesen Befund betrachten wir als endgiiltigen Beweis dafiir, 
daB das Oxyhdmoglobin das einzige peroxydatische Agens des Blutes 
darstellt. Freilich konnte man noch Zuflucht nehmen zu der Hypothese, 
daB ein der pflanzlichen Peroxydase ahnliches Enzym, mit dem Blut- 
farbstoff in konstanten Verhdltnissen assoziiert, im Tierkérper vorkomme 
und ein einheitliches peroxydatisches Agens vortausche. Allein eine 
derartige Hypothese wiirde zurzeit jeder experimentellen Grundlage 
entbehren. 


Ili. Vergleichende Versuche iiber die Eigenschaften des Oxyhiimoglobins 
und der pflanzlichen Peroxydase. 

Zwischen der peroxydatischen Wirkung des Oxyhimoglobins 
und der pflanzlichen Peroxydase besteht in bezug auf die Natur der 
zu oxydierenden Substrate kein qualitativer Unterschied. Da Will- 
stdtter und Pollinger das Oxyhimoglobin als peroxydatisches Enzym, 
wenn auch als ,,schlechtes“ 
die Beeinflussung des Oxyhaimoglobins und der pflanzlichen Peroxydase 
durch verschiedene Faktoren unter méglichst vergleichbaren Bedin- 
gungen naher kennenzulernen. 


, ansprachen, schien es uns wiinschenswert, 


g. Beeinflussung durch erhéhte Temperaturen. 


Zweimal umkristallisiertes Oxyhamoglobin (aus Hundeblut) und 
durch Fallung mit Alkohol gereinigte Peroxydase (aus Meerrettich) 
wurden in Wasser gelést, und die erhaltenen Lésungen wurden durch 
entsprechende Verdiinnung mit Wasser auf das gleiche peroxydatische 
Vermégen gebracht. Letzteres wurde so gewahlit, daB-lecm jeder 
Lésung, mit 7 cem Wasser, | cem Guajakollésung (1: 1000) und 1 ccm 
Hydroperoxydlésung (1: 100) zusammengebracht, bei Zimmertempe- 
ratur in 15 Minuten etwa 60Tausendstel Milligramm oxydiertes 
Guajacol ergab. 

Von jeder Lésung wurde je 1 cem in vier Probierréhren gegeben 
und im Thermostaten bei 60° aufbewahrt. Zu bestimmten Zeiten 
wurde je eine Probe herausgenommen, nach Abkiihlung mit 7 ccm 
Wasser, | ccm Guajakollésung und 1 ccm H,O,-Lésung versetzt, und 
nach 15 Minuten langem Stehenlassen bei Zimmertemperatur wurde 
das oxydierte Guajakol in iiblicher Weise bestimmt. Ahnliche Versuche 
wurden auch bei 80 und 99 bis 100° ausgefiihrt. Siamtliche Versuche 
wurden noch einmal mit frisch dargestellten Lésungen wiederholt. In 
Tabelle IV sind die erhaltenen Zahlen angegeben. 


2. Beeinflussung durch Sduren. 
Es wurden peroxydatisch gleichwertige Lésungen von Blut (Hund), 
Oxyhamoglobin (Hund) und Peroxydase (Meerrettich) dargestellt. Von 
den Lésungen wurde je lecm mit Guajakollésung versetzt. Das 
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Tabelle IV. 





Temperatur: o°C Cc 


Zeit in Minuten: | 0 Ww 10 » Ww 1 1 | 20 
OxyvhimoglobinI . 62 48 26 24 22 22 20 20 2 
? Il. 60 48 26 25 20 23 20' 20 ;: 22 | 19 
Peroxydase 1... 64 49 41 38 36 37 20 14 6 «15 O 
fe Il... 62 49 40 36 35 36 20 12 6 oO 


Volumen betrug in allen Fallen 10 cem, die Normalitat der Reaktions. 
gemische stieg von n/100000 auf n/10 an. Nach 15 Minuten langem 
Stehenlassen wurde das oxydierte Guajakol in iiblicher Weise bestimmt 
Proben derselben Lésungen wurden zum Kochen erhitzt und nach 
Abkiihlen in obiger Weise weiter behandelt. Dabei wurden folgende 
Resultate erhalten. 


Tabelle V. 


Beeintlussung durch Schwefelsaure. 





Schwefelsaure 0 n 100000) =n 10000 n 1000 n 100 n lo 


__ § Sere eee 60 70 102 j 66 4] 
or ee eee 62 70 100 66 42 
Oxyhamoglobin I. 60 67 101 67 39 
. FF 57 4 96 65 39 
Peroxydase 1 .. . 59 52 42 0 0 
” Ms = * 56 44 0 0 


Se 21 27 57 42 
— oe ent 20 21 29 60 44 
Oxyhaimoglobin I, 16 22 52 37 
» _¥ 17 21 53 36 
Peroxydase I . . , 0 0 0 0 0 
” | ee 0 0 0 0 0 


— 

2 

~ 
Zc 
=z 

ot 
=e 

2 
Z 





Erhitzte Proben 


Wie aus obiger Tabelle zu ersehen ist, verhalt sich die pflanzliche 
Peroxydase gegen Schwefelsiure anders als Oxyhamoglobin und Blut 
Erstere biiBt mit steigender Saurekonzentration allmahlich ihre Wirksam- 
keit ein und wird in n/1000 Schwefelsiure ausgeschaltet. Bei Blut- 
und Hamoglobinlésungen findet dagegen unter dem EinfluB der Saure 
ein betrachtliches Anwachsen des peroxydatischen Vermégens statt, 
welches bei n/1000 H,SO, sein Maximum erreicht, um bei n/10 H,S0, 
etwa auf zwei Drittel der urspriinglichen Wirksamkeit zu sinken. Noch 
deutlicher ist der Unterschied bei den zum Kochen erhitzten Proben 
Wahrend die Wirksamkeit der Peroxydase als véllig aufgehoben er- 
scheint, wird der Rest der Wirksamkeit der erhitzten Blut- und Oxy 
hamoglobinlésungen unter dem EinfluB der Saéure fast auf die urspriing- 
liche Héhe gebracht um dann in n/10 H,SO, auf den gleichen Wert 
wie die nicht erhitzten Proben herabzufallen. 





Oxy! 
grad 
besti 
Eise1 


folge 


Nicht erhitzte 
Proben 





Erhitzte Proben 
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Die Ursache der Zunahme des peroxydatischen Vermégens des 
Oxyhaémoglobins liegt wahrscheinlich in der Steigerung des Dispersitats- 
grades seiner Lésung unter dem EinfluB8 der Séure. Oberhalb einer 
bestimmten Séurekonzentration findet Zerstérung des hochmolekularen 
Eisenkomplexes unter Abnahme seiner Wirksamkeit statt. 

Versuche mit Salzséiure ergaben unter gleichen Bedingungen 
folyende Resultate. 

Tabelle VI. 
Beeinflussung durch Salzsaure. 





Salzsaure 0 —_n/100000 -n/10000 | n/1000 | n/100 


3 
\_—_ 
—) 


Blut I 61 66 102 62 70 
I 62 69 101 60 68 
67 


OxyhimoglobinI . | 60 66 104 57 
E Ir. 7 67 101 67 


Peroxydase I Cs 51 42 
62 50 43 


7 25 31 


ben 


r 


Nicht erhitzte 


21 21 3 

15 19 25 

: . | 18 18 22 
PeroxydaseI ... 0 | 0 0 
Mss s 0 0 0 

Das peroxydatische Vermégen des Blutes, des Oxyhamoglobins 
und der Peroxydase wird durch Salzsaure in der gleichen Weise wie durch 


Schwefelséure beeinfluBt. 


3. Beeinflussung durch Hydroperoryd. 

DaB der Blutfarbstoff durch Hydroperoxyd rasch entfarbt und 
zerstért wird, ist langst bekannt. Es war aber von Interesse, zu er- 
mitteln, wie peroxydatisch gleichwertige Blut-, Oxyhaimoglobin- und 
Peroxydaselésungen sich unter den von uns gewahlten Bedingungen 
gegen Hydroperoxyd verhalten. 

Je lecm Blut-, Oxyhaimoglobin- oder Peroxydaselésung wird mit 
7cem Wasser und 1 cem Iproz. Hydroperoxydlésung vermischt und 
10 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wird zu 
jeder Probe leem Guajakollésung gegeben und nach Verlauf von 
15 Minuten kolorimetriert. Bei den Kontrollversuchen wurde je 1 cem 
peroxydatische Lésung mit 7 cem Wasser vermischt und nach 10 Minuten 
langem Stehenlassen mit Guajakol- und Hydroperoxydlésung gleich- 
zeitig versetzt. Dabei wurden folgende Zahlen erhalten. 


Tabelle VII. 


coBSSE coBEES 


Erhitzte Proben 





Blut Oxyhamoglobin Peroxydase 


Kontrollproben 40 40 
Mit H,O, belassene Proben ... . : l 36 
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Wahrend also die pflanzliche Peroxydase unter den angegebenen 
Bedingungen durch Hydroperoxyd kaum angegriffen wird, biiBt der 
Blutfarbstoff sowohl im Blute wie in reinem Zustande fast vdllig sein 
peroxydatisches Vermégen ein. Nach einer noch nicht veréffentlichten 
Untersuchung von R. Willstdtter und H. Weber (2) ist die pflanzliche 
Peroxydase gegen Hydroperoxyd viel resistenzfahiger als es bisher 
angenommen worden ist. 

Der zeitliche Verlauf der Zerstérung des Blutfarbstoffes durch 
Hydroperoxyd wurde in der Weise ermittelt, daB den in gréBeren 
Mengen dargestellten Reaktionsgemischen nach bestimmten Zeiten 
Proben entnommen und wie oben angegeben weiter verarbeitet wurden. 


Tabelle VIII. 





Daver der H, O2-Einwirkungen in Minuten: 0 2 6 
10 
6 
Ob bei der Ausfiihrung der Oxydationsreaktion das Guajakol auf 
das Oxyhamoglobin schiitzend wirkt, muB dahingestellt bleiben. Zu 
bemerken ist noch, daB der Blutfarbstoff durch organische Peroxyde 
ebense rasch wie durch Hydroperoxyd zerstért wird. 


4. Beeinflussung durch Kohlenoxyd. 


Da das Hamoglobin sich sowohl mit Sauerstoff wie mit Kohlen 
oxyd vereinigt, wurde auch das Verhalten peroxydatisch gleichwertiger 
Blut-, Hamoglobin- und Peroxydaselésungen gegen Kohlenoxyd 
untersucht. 

Lésungen von Blut (1: 1000), Hamoglobin und Peroxydase wurden 
mit Kohlenoxyd wahrend 15 Minuten bei Zimmertemperatur behandelt. 
Danach wurde in den nicht behandelten und in den CO-haltigen Proben 
das peroxydatische Vermégen in tiblicher Weise bestimmt. Erhalten: 


Tabelle IX. 





Blut Hamoglobin | Peroxydase 


Nicht behandelte Proben 59 64 60 

Mit CO * ¢ 64 60 
Kohlenoxyd iibt also auf das peroxydatische Vermégen des Hamo- 

globins und der Peroxydase nicht den mindesten EinfluB aus. 


5. Verlauj der Oxydation des Guajakols durch Oxyhdmoglobin und Peroxydase 
in Gegenwart von Hydroperoxyd. 

Wie eingangs erwahnt, machten EZ. v. Czylarz und 0. v. Fiirth (5) 

die Beobachtung, daB die Oxydation der Leucobase des Malachitgriins 
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durch pflanzliche Peroxydase in Gegenwart von Hydroperoxyd eine 
fir Fermentwirkungen charakteristische Kurve aufweist, wahrend bei 
der Oxydation der gleichen Leucobase mit Oxyhamoglobin dies nicht 
der Fall ist. Wir haben den Verlauf der von uns benutzten Reaktion 
bei peroxydatisch gleichwertigen Oxyhamoglobin- und Peroxydase- 
jésungen messend verfolgt und dabei nachstehende Zahlen erhalten: 


Tabelle X. 





Zeit in Minuten: 1 3 5S | Bl i) nN 
Oxyhaémoglobin I 47 if 72 | 74 74 | 74 
- Mm aw ie 71 74 
Peroxydase I 12 55 | 61 66 
II 11 55 60 66 
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Abb. 1. 


In vorstehender Abbildung sind die Zahlen in Kurvenform wieder- 
gegeben. Daraus ergibt sich mit voller Bestimmtheit, daB zwischen 
dem Oxyhamoglobin und der Peroxydase in bezug auf den Verlauf der 
peroxydatischen Wirkung kein prinzipieller Unterschied besteht. 


IV. Versuch, die pflanzliche Peroxydase an Oxyhimoglobin zu adsorbieren. 

In der Hoffnung, eine etwaige Affinitat zwischen dem Oxyhimo- 
globin und der pflanzlichen Peroxydase zu finden, versuchten wir, 
letzteres an ersteres zu adsorbieren. 

Hundeerythrocyten wurden teils in reinem, teils in peroxydase- 
haltigem Wasser gelést, und die Lésungen wurden der Kristallisation 
in tiblicher Weise iiberlassen. Die Kristalle beider Art wurden in Wasser 
gelést und aus den erhaltenen Lésungen, sowie aus den beiden Mutter- 
laugen wurden durch entsprechende Verdiinnung mit Wasser Proben 
von gleicher Farbungsintensitét dargestellt und das peroxydatische 
Vermégen wie friiher ermittelt. 





A. Bach u. A. Kultjugin: 


Tabelle XI. 





Oxyhamoglobin aus Mutterlaugen 


L 





Probe Ia. ... 32 33 33 54 
= wes ae % 32 32 32 54 
= ore 75 75 75 94 
| ae 76 76 75 94 


peroxydase- 


reines Wasser haltiges Wasser 


: , peroxydase- 
reinem Wasser haltigem Wasser 


a 


Aus obigen Zahlen geht hervor, daB in Gegenwart von pflanzlicher 
Peroxydase auskristallisiertes Oxyhimoglobin schon nach der ersten 
Kristallisation das gleiche peroxydatische Vermégen wie unter gewoéhn. 
lichen Bedingungen kristallisiertes aufweist, wahrend die zugesetzte 
Peroxydase in den Mutterlaugen verbleibt. Pflanzliche Peroxydase 
wird also nicht von Oxyhamoglobin adsorbiert. 


V. Besprechung der Ergebnisse. 


Die Wahrnehmung, daB auf die gleiche Farbungsintensitat ge- 
brachte Blutlésungen stets das gleiche peroxydatische Vermégen 
aufweisen und daB bei Blutproben mit verschiedenem Gehalt an Farb- 
stoff das Verhiltnis Oxyhdmoglobinzahl: Perorydasezahl stets eine 
Konstante ist, l48t der Annahme keinen Raum mehr, daB im Blute 
neben dem Hiamoglobin ein der pflanzlichen Peroxydase ahnliches 
Enzym vorkomme. Die peroxydatische Wirkung des Blutes deckt 
sich mit der des darin enthaltenen Oxyhimoglobins restlos. Da man 
nunmehr von der Hamoglobinzahl unter Zugrundelegung eines be- 
stimmten Koeffizienten auf die Peroxydasezahl schlieBen kann, so 
ist die Bestimmung der letzteren auf chemischem Wege aussichtslos. 
In beiden Fallen kommt es auf kolorimetrische Bestimmungen an, und 
natiirlich ist das direkte Kolorimetrieren des Oxyhamoglobins nach 
Sahli, als einfacheres, demjenigen der Oxydationsprodukte des Guajacols 
oder eines anderen Substrates vorzuziehen. Weniger klar gestaltet 
sich die Frage nach der Natur der peroxydatischen Agenzien der Milch, 
der Leucocyten usw. Ob hier eisenhaltige Abkémmlinge des Blutfarb- 
stoffes oder echte Peroxydasen vorliegen, bedarf einer weiteren Er- 
forschung. 

GroBes Interesse beansprucht ferner die Frage nach der Méglichkeit. 
das Oxyhamoglobin in die Kategorie der biologischen Katalysatoren 
oder Fermente einzureihen. Sind dazu hinreichende Griinde vor- 
handen, so hat man im Oxyhamoglobin den ersten, wenn auch langst 
bekannten Fall eines chemisch wohl definierten, aus dem lebenden Orga- 
nismus in fast unverdndertem Zustande isolierbaren Enzyms. Nun ent- 
spricht das Verhalten des Oxyhamoglobins im groBen und ganzen den 
Anforderungen der Definition der Enzyme. Es ist unverkennbar ein 
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Katalysator, und ein biologischer, von der lebenden Zelle erzeugter 
Katalysator. Es ist thermolabil, wenn auch in beschrianktem Mabe. 
Letzteres kann aber nicht gegen seine Enzymnatur eingewendet werden, 
da die Thermolabilitat kein absolutes Kennzeichen der Enzyme dar- 
stellt. Der eine von uns (Bach) hat ein durch Ultrafiltration gereinigtes 
Peroxydasepraparat aus Meerrettich in den Handen gehabt, welches 
auch durch anhaltendes Kochen nicht zur vollen Inaktivitaét gebracht 
werden konnte?). In einer demniachst zu veréffentlichenden Unter- 
suchung von A. Bach und A.Oparin wird bewiesen, daB mehrere 
Enzyme nach vdélliger Inaktivierung durch Hitze unter bestimmten 
Bedingungen ihre Wirksamkeit zum gréBeren oder minderen Teile 
wiedergewinnen. Weniger vereinbar mit den tblichen Vorstellungen 
iiber die Eigenschaften der Enzyme ist das Verhalten des Oxyhimo- 
globins gegen Saéuren. Im Gegensatz zu der pflanzlichen Peroxydase, 
welche schon in n/100 Schwefelsiure véllig vernichtet wird, behilt 
das Oxyhaémoglobin bei dieser Siurekonzentration noch seine urspriing- 
liche Wirksamkeit bei und biibt nur etwa ein Drittel der letzteren in 
n/10 Schwefelséure ein. Dies sind aber quantitative, nicht qualitative 
Unterschiede, da die pflanzliche Peroxydase ihrerseits verhaltnismaBig 
hohe Saurekonzentrationen vertwigt. Zieht man noch in Betracht, daB 
in bezug auf die Kinetik der peroxydatischen Wirkung entgegen der 
Annahme von Fiirth und Czyhlarz, zwischen dem Oxyhamoglobin und 


der pflanzlichen Peroxydase kein Unterschied besteht, so wird man 
zu dem SchluB gelangen, daB der Auffassung des Oxyhimoglobins als 
peroxydatisches Enzym nichts im Wege steht. 
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1) Nicht verdéffentlichte Beobachtung. 





Uber die Katalaseeigenschaft des Oxyhaimoglobins. 


Von 
A. Kultjugin. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1925.) 


; Wu teilt in seiner Arbeit (The catalase activity of hemoglobin and 
derivates, I) mit, daB Hamoglobin und alle seine eisenhaltigen Derivate 
die Eigenschaft, Wasserstoffsuperoxyd zu spalten, besitzen, und da die 
Katalasewirkung sich auf Erythrocyten beschrankt, so glaubt er, daf 
die Katalasefunktion des Blutes mit dem Hamoglobin eng verbunden sei. 
Beim Arbeiten mit kristallinischem Oxyhaimoglobin in einer 
anderen Richtung beobachtete ich, daB das Oxyhamoglobin entweder 
gar keine oder nur eine ganz geringe zersetzende Einwirkung auf Wasser- 
stoffsuperoxyd ausiibt. Um diese Tatsache aufzukliren, habe ich eine 
Reihe von Versuchen angestellt. 

Das Oxyhimoglobin wurde nach Hoppe-Seyler auf folgende Weise 
gewonnen. Das defibrinierte Blut wurde zentrifugiert, das Serum abgehoben 
und die Erythrocyten dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. 
Die gewaschenen Erythrocyten wurden in einer kleinen Menge Wasser 
(bei 37°) aufgelést, und nach Abkiihlen auf 0° wurde ein Halbvolumen Ather 
zugefiigt; die Mischung wurde wahrend 5 Minuten stark geschiittelt und 
dann scharf zentrifugiert. Die untere durchsichtige Lésung des Oxyhaimo- 
globins wurde mit einer Pipette in ein Becherglas abgesaugt und dazu 
1/, Volumen Athylalkohol bei 0° nach und nach zugefiigt. Die Fliissigkeit 
148+ man in einer Kaltemischung zur langsamen Kristallisation stehen. 
Die Oxyhaimoglobinkristalle wurden von der Mutterlauge abzentrifugiert 
und auf einer porésen Tonplatte abgepreBt. Durch wiederholte Umkristalli- 
sation (bis viermal) wurden Oxyhamoglobinkristalle von verschiedener 
Reinheit gewonnen. Auf diese Weise vorbereitetes Oxyhaimoglobin wurde 
anf sein Vermégen, Wasserstoffsuperoxyd zu spalten, untersucht. 


Oxyhamoglobinlésungen verschiedener Reinheit (ein-, zwei-, drei- 
und viermal kristallisiert) wurden hergestellt und durch Verdiinnung 
mit destilliertem Wasser auf die gleiche Farbungsintensitaét, wie Blut- 
lésungen 1: 1000 gebracht. Die Katalasezahl dieser Proben und die- 
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jenige der Blutlésungen wurde nach Bach und Subkowa (2) bestimmt. 
Die erhaltenen Resultate sind aus Tabelle I zu ersehen. 


Tabelle I. 





J Oxyhamoglobin- Oxyhamoglobin- Oxybamoglobin- Oxyhamoglobin- 
Blutlésung e - = . “a - x ~ 
1000 lésung, einmal lésung, zweimal losung, dreimal lésung, viermal 
' kristallisiert kristallisiert kristallisiert kristallisiert 


16,2 0,85 0 0 0 
14.8 0,77 0 0 0 


Die Mutterlaugen wurden ebenso auf das Vermégen, Wasserstoff- 
superoxyd zu spalten, gepriift. Es zeigte sich, daB nach der ersten 
und zweiten Umkristallisation die Mutterlauge noch das katalytische 
Vermégen besitzt, wihrend nach der dritten und vierten Umkristalli- 
sation es ihnen vdllig fehlt. Auch konzentrierte Oxyhaimoglobin- 
lésungen von Kristallen der dritten und vierten Kristallisation spalten 
Wasserstoffsuperoxyd nicht. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB das Oxyhimoglobin 
bei wiederholter Umkristallisatson das Vermégen, Wasserstoffsuper- 
oxyd zu spalten, einbaiBt. Verminderung der Aktivitét des Oxyhamo- 
globins bei seiner Umkristallisation haben auch Willstdtter und 
Pollinger (3) beobachtet. 

Ich benutze zur Trennung des Hamoglobins vom Blute auch die 
Chloroformmethode. 

Die reingewaschenen Blutkérperchen wurden durch Zentrifugieren 
vom Serum getrennt, mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, 
in zehnfachem Volumen destillierten Wassers himolysiert und durch 
Papierfilter filtriert. Zur filtrierten Lésung wurde ein Fiinftel Volumen 
Chloroform zugesetzt und wahrend 10 Minuten stark geschiittelt und 
dann wieder zentrifugiert. Im Zentrifugierglas sieht man drei Schichten: 
oben eine klare und fast farblose, wasserige Lésung, unten die Chloro- 
formschicht und dazwischen eine einer Tablette ahnliche Masse von 
gefalltem Hamoglobin. 

Die klare, farblose Lésung wurde mit destilliertem Wasser 65mal 
verdiinnt und dann ihre Katalasezahl nach Bach und Subkowa bestimmt. 
Sie zeigte sich gleich 18. Das ausgefillte Hamoglobin wurde in einer 
kleinen Porzellanschale mit Wasser verrieben, die Emulsion wurde 
abzentrifugiert und die Fliissigkeit vom Sediment abgehoben. Nach 
vielfacher Wiederholung dieser Operation wurde das Hamoglobin auf 
sein Vermégen, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen, untersucht. Es 
zeigte sich dabei, daB das Hamoglobin — obwohl in groBen Mengen 
genommen — spurenweise Wasserstoffsuperoxyd spaltet. Bei der 
Chloroformmethode der Trennung des Himoglobins aus der Erythro- 
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cytenlésung befindet sich die Katalase also in der klaren, wiisserigey 
Lésung. M. Tsuchihashi (4) bekam in solchen wasserigen, von Hino. 
globin freien Lésungen bis zu 74 Proz. des urspriinglichen Katalase. 
vermégens des Blutes. 

Wenn die Katalasewirkung des Blutes an den Farbstoff gebundey 
ware, so sollte man erwarten, daB die Katalasezahl sich dem Farbstoff. 
gehalt des Blutes entsprechend veriindern wiirde. Versuche zeigten aber, 
daB dies nicht der Fall ist. Aus dem Blute verschiedener Herkunft 
wurden Blutlésungen (1: 1000) hergestellt. Zu gleicher Zeit wurde dic 
Katalasezahl dieser Proben nach Bach und Subkowa und der Hamo. 
globingehalt des Blutes nach Sahli bestimmt. Die Resultate sind aus 


Tabelle II zu ersehen. 
Tabelle Il. 





Blut 


Hamoglobingehalt 
nach Sahai .... 86 
Katalasezah! nach 
Bach und Subkowa . 15,1 14,6 


Man sieht also, daB zwischen dem Hiamoglobin- und Katalase. 
gehalt keine konstante Beziehung besteht. 


Zusammenfassung. 


1. Lésungen von vielfach umkristallisiertem Oxyhamoglobin weisen 
keine Katalaseeigenschaft auf. 

2. Das aus Erythrocytenlésung mit Chloroform ausgefallte Hamo- 
globin spaltet nur spurenweise Wasserstoffsuperoxyd, wahrend das 
klare, hamoglobinfreie Filtrat imstande ist, sehr energisch Wasserstoff- 
superoxyd zu spalten. 

3. Es besteht keine konstante Beziehung zwischen dem Hamoglobin- 
gehalt des Blutes und dem Katalasevermégen des letzteren. 

4. Aus obigen Versuchen geht hervor, daB die Katalaseeigenschaft 
des Blutes in keinem Zusammenhang mit seinem Farbstoff steht, was 
mit den Ergebnissen Senters (5) iibereinstimmt. 


Literatur. 


1) H. Wu, Journ. of biochem. 2, 195, 1923. — 2) A. Bach und S. Sub- 
kowa, diese Zeitschr. 125, 283, 1922. — 3) R. Willstdtter und Pollinger, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 287, 1923. — 4) M. Tsuchihashi, diese 
Zeitschr. 140, 63, 1923. — 5) G. Senter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 257, 
1903. 
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Uber die Abnahme 
der Katalasewirkung des Blutes beim Aufbewahren. 


Von 
A. Kuitjugin. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1925.) 


Die Methode der Bestimmung der Fermentzahlen des Blutes nach 
A. Bach und 8S. Subkowa(l) hat eine groBe Verbreitung gewonnen 
nicht nur bei experimentellen und biologischen Untersuchungen, sondern 
auch in der Klinik. Dieses ist erklarbar, da die Bestimmungen eine 
minimale Blutmenge erforderen. 

Nach den Literaturangaben (2) sowohl wie nach unseren eigenen 
Erfahrungen nimmt die Katalasezahl beim Aufbewahren des Blutes 
in vitro allmahlich ab. Da unter den Umstanden der klinischen Arbeit 
die Bestimmungen erst cinige Stunden nach der Blutentnahme ge- 
schehen, so schien es mir wiinschenswert und von praktischem Interesse, 
die Veranderung der Katalaseaktivitat des Blutes beim Aufbewahren 
quantitativ zu verfolgen. Die Bestimmungen wurden mit Menschen-, 
Kaninchen- und Meerschweinchenblut angestellt. 

Die Bestimmungen wurden genau nach der urspriinglichen Vor- 
schrift von Bach und Subkowa ausgefiihrt. Um der Temperaturkonstanz 
wihrend der Versuchszeit sicher zu sein, wurden samtliche Proben 
sowohl wie die Blutlésung (1: 1000) im Wasserbad bei 17° aufbewahrt. 

Was die Genauigkeit der Methode anbelangt, so betragt der 
Versuchsfehler bei Parallelversuchen héchstens 0,1 cem n/10 Per- 
manganatlésung. Die Resultate der Versuche sind in den Tabellen I 
bis III zusammengestellt. 
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Tabelle I. 


Menschenblut. 





Abnahme 
Katalasezahl der Katalasewirkung 
in Proz. 


sogleich nach nach nach nach 


5 Blut. " » . » 
— os = 2'/2 Stunden 5 Stunden 2!/) Stunden 5 Stunder 


18,2 17,2 16,7 
20,9 20,3 20,1 
19,3 18,4 18,3 
21,5 21,3 21,1 
19,4 19,0 18,5 
20,0 19,4 19,2 
17,8 17,3 16,8 
15,1 14,4 13,9 
19,4 18,6 18,3 
16,0 15,6 15,4 
16,% 16,2 15,9 
20,2 19,8 19,7 
18,2 17,6 17,3 
16,2 15,9 15,6 
20,0 19.6 19,2 
21,1 20,6 20,4 
20,1 19,6 19,1 
12,5 11,6 11,0 
17,7 17,3 17,2 
15,3 14,8 13,7 
17,0 16,6 16,2 
19,6 19,0 18,7 
16,7 16,2 16,8 
20,6 20,1 19,7 
19,2 18,5 18,3 
18,4 17,6 16,9 
20,3 19,6 19,1 
16,7 16,0 15,7 
20,4 19,9 19,5 
19,7 19,1 18,5 
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Tabelle 11. Kaninchenblut. 





Abnahme 
Katalasezah! der Katalasewirkung 
in Proz. 


sogleich nach nach nach nach 


: Biut- : . 
a 2'/, Stunden 5 Stunden 2!/2 Stunden 5 Stunden 


18,4 18,1 
18,8 18,3 
21,0 19,7 
18,0 17,4 
16,2 15,3 
19,3 18,6 
14,3 13,2 
15,9 14,8 
14.8 13,7 
17.9 16,5 
14,7 
1&3 
20,1 
14,5 
14,5 
19.6 
15,7 
13,2 
16,6 
13,8 
16,2 
12,2 
19,0 
15,5 
13,0 
17,9 
16,5 
18,5 
19,6 
17,3 
18,5 
18,9 


Mittelwert : | 
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Tabelle 11]. Meerschweinchenblut. 





i} Katalasezahl der Katalasewirkung 
in Proz. 


leich nach nach nach nach 
| nach der Blut- 

ber 21/, Stunden 5 Stunden 21/, Stunden 5 Stunden 

15,3 13,4 11,6 12,4 24,2 

7,6 6,9 6,0 9,2 21,1 

2,6 2,4 2,0 7,7 23,0 

14,6 12,6 11,2 13,7 23,3 

13,9 11,6 10,5 16,5 24.5 

15,1 13,6 11,6 9,9 23,2 

14,5 13,1 11,5 9,7 20,7 

9,1 8,0 7,1 12,1 22,0 

13.9 11,5 10,2 17,3 26,6 

9,4 7,9 7,1 16,0 24,5 

8,4 7,2 6,0 14,3 28,6 

16,2 12,8 11,9 21,0 26,5 

17,3 13,3 11,9 23,1 31,3 

a | 3,7 2,9 2,6 21,6 29,7 

18,2 14,1 13,4 21,4 26,4 
16 3.7 3,1 2,7 16,2 27,2 
17 3,9 3,1 2,8 20,5 28,2 
18 11,2 10,2 9,3 8.9 17,0 
19 9,9 8.5 7,5 14,2 24.3 
20 16,9 15,1 13,8 10,7 18.3 
21 16,7 14,3 13,4 14.4 19.8 
22 17,7 15,8 14,5 10,8 18,1 
23 10,5 9.5 8.5 9.5 19.1 
Mittelwert : 14,4 23,8 


Snow wwe 


—— 
3 = © 


Aus diesen Tabellen ist zu ersehen, daB beim Aufbewahren des 
Blutes bei Zimmertemperatur (17°) die Aktivitat der Katalase all- 
mahlich abfallt. Diese Abnahme der Katalasewirkung betragt im Mitte! 
bei Menschenblut wahrend der ersten 24% Stunden 3,3 Proz. und nach 
5 Stunden 5,4 Proz., bei Kaninchenblut 5,4 und 11,3 Proz. und bei 
Meerschweinchenblut 14,4 und 23,8 Proz. 


Literatur. 


1) A. Bach und Subkowa, diese Zeitschr. 125, 128, 1921. — 2) O. Step- 
puhn und A. Timofejewa, ebendaselbst 186, 213, 1921. 





Zur Frage nach dem experimentellen Skorbut der 
Meerschweinchen. 


Von 


N. Schepilewskaja und N, Jarussova. 


(Aus dem wissenschaftlichen Institut fiir Ernihrungsphysiologie des 
Volksgesundheitskommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Gegenwirtig steht es fest, daB neben den bekannten Nahrungs- 
stoffen der Organismus in geringer Menge auch Verbindungen braucht, 
welche Vitamine genannt werden. Allein eine nahere Beleuchtung 
dieser Frage kann man nur erwarten, wenn es klargestellt sein wird, 
welche Rolle diese Verbindungen in dem allgemeinen Stoffwechsel 
spielen. 

Es ist bekannt, daB fiir die Nahrungsmittel, welche die Quelle 
der Vitamine darstellen, ihre Fahigkeit charakteristisch ist, dem Eintritt 
der Avitaminose vorzubeugen und die Symptome einer schon ein- 
getretenen Erkrankung zu heilen. Im Zusammenhang damit haben 
wir in unserer Arbeit aufzuklaren versucht, welche Wirkung die ver- 
schiedenen Dosen eines der Antiskorbutmittel, namlich des Kohls, 
beim Skorbut der Meerschweinchen ausiiben, und haben bei drei von 
unseren Versuchstieren die Untersuchung des Stickstoffwechsels aus- 
gefiihrt. 

Seit den klassischen Untersuchungen von Holst und Frdéhlich*) 
ist es festgestellt, daB bei einseitiger Ernaihrung mit Getreidesamen 
und deren Produkten bei den Meerschweinchen eine besondere hamor- 
rhagische Erkrankung entsteht, welche dem Skorbut des Menschen 
ahnlich ist. Eine ganze Reihe von Nahrungsmitteln, unter anderen 
auch Kohl, haben einen giinstigen EinfluB auf die Vorbeugung und 
Heilung dieser Krankheit. 


1) Axel Holst und Th. Fréhlich, Journ. of Hyg. 7, 634, 1907; Zeitschr. 
fiir Hyg. und Infektionskrankh. 72, 1, 1912. 
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Unsere Beobachtungen erstrecken sich iiber zehn Meerschweinche), 
deren Nahrung aus Hafer allein oder aus Hafer mit einer Beimischuny 
verschiedener Dosen von Kohl bestand. Taglich wurde jedes einzelne 
Meerschweinchen gewogen und eine genaue Berechnung der von jedem 
Tiere verbrauchten Nahrung aufgestellt. Nur bei zwei Versuchen mit 
ausschlieBlicher Haferernahrung konnte man die Menge der aufge- 
fressenen Nahrung nicht genau berechnen (Meerschweinchen Nr. 9 

und 10), da denselben auf 24 Stunden 
in Wasser eingeweichter Hafer gegeben 
wurde, welcher dann austrocknete 
und oft durch die Meerschweinchen 


Za 
: selbst verunreinigt wurde, welche ihn 
auf den Sand des Kafigs verstreuten. 
In allen iibrigen Fallen wurde den 
| c Versuchstieren trockener Hafer  ge- 
\ geben. 
Alle auf ausschlieBliche Hafer- 
Me, 


7 nahrung gesetzte Meerschweinchen 

ose ty on ie wes kamen in kurzer Zeit um. Im Anfang 

des Versuchs fraBen sie Hafer gern, 

aber dann fingen sie an, ihn zu 

verstreuen und verloren ihren Appetit. 

Gleichzeitig damit begann eine be- 

deutende Gewichtsabnahme. Diese 

ot Cn ee — = Wirkung der einseitigen Ernahrung 

Gewicht des Tieres in Grammen. II. die mit Hafer ist deutlich aus den bei- 

yo ee scene et llr ce A liegenden Kurven zu ersehen (Abb. 1). 

mit der punktierten Linie der Kohl bee Die Meerschweinchen Nr. 9 und 10) 
zeichnet. III. Stickstoffwechsel. Stickstoff fe 7.: 

in hundertsten Teilen cines Gramms. bekamen wahrend der ganzen Zeit- 

- — po neem ne em ark dauer des Versuchs allein Hafer, das 

(in Grammen). Meerschweinchen Nr. 2 erhielt erst 

ganz gegen Ende des Versuchs Koh, 

als dasselbe bereits keine giinstige Wirkung mehr hervorrufen konnte. 

Das Meerschweinchen Nr. 9 kam am 10., das Meerschweinchen Nr. 10 

am 13., das Meerschweinchen Nr. 2 am 23. Tage des Versuchs um. Im 

Laufe dieser Zeit hatten das Meerschweinchehn Nr. 9 29 Proz., das Meer- 

schweinchen Nr. 10 22 Proz. und das Meerschweinchen Nr. 2 49 Proz. 

ihres Gewichts verloren. Die Gewichtsabnahme und der Verlust 

des Appetits wurde von einer Schlaffheit der Meerschweinchen be- 

gleitet. Bei dem Meerschweinchen Nr. 2 wurde eine Erkrankung der 

Augen und Parese der hinteren Extremitiaten beobachtet. 
Wenn wir nun zu den sieben folgenden Versuchen iibergehen, in 


welchen den Meerschweinchen nach vorhergehender reiner Hafernahrunyg 
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indas Futter Kohl hinzugetiigt wurde (das Meerschweinchen Nr. 7 bekam 
Kohl vom Anfang des Versuchs an), so kann man bemerken, daB anfangs, 
zur Zeit der ausschlieBlichen Fiitterung mit Hafer, dieselben charak- 
teristischen Kurven erhalten werden, welche auf den Verlust des 
Appetits fiir Hafer und auf die Gewichtsabnahme des Meerschweinchens 
hinweisen, allerdings mit einigen individuellen Abweichungen. In 
dieser Beziehung ist das Meerschweinchen Nr. 3 besonders interessant, 
welches nach einem Gewichtsverlust von 30g ganz am Anfang des 
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Abb. 2, Meerschweinchen Nr.1. I. Gewicht des Tieres in Grammen. II. die eingenommene 
Nabrung in Grammen. Mit der ununterbrochenen Linie ist der Hafer, mit der punktierten der Koh! 
bezeichnet. III. Stickstoffwechsel. Der Stickstoff in hundertsten Teilen eines Gramms. 


Versuchs, im Laufe von fast 3 Wochen sein Gewicht und seinen Appetit 
fiir Hafer unverindert beibehielt. Zum Unterschied von den Meer- 
schweinchen, welche sich ausschlieBlich von Hafer nahrten, ist die 
Lebensdauer derjenigen Meerschweinchen, welche Hafer mit einem 
Zusatz von Kohl erhielten, sehr bedeutend. So ging z. B. das Meer- 
schweinchen Nr. 1 erst am 179. Tage des Versuchs, das Meerschweinchen 
Nr. 4 am 185. Tage ein; der Versuch mit dem Meerschweinchen Nr. 3 
dauerte 187 Tage, mit dem Meerschweinchen Nr. 8 240 Tage, worauf 
beide auf gemischte Nahrung gesetzt wurden, welche aus Hafer, Heu 
und Gemiise bestand. 

Die Gewichtsabnahme der Meerschweinchen, welche Kohl erhalten, 
wird zeitweilig angehalten, die Meerschweinchen nehmen an Gewicht 
zu, allein gegen Ende des Versuchs ist ihr Gewicht meist bedeutend 


17* 
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geringer als das Anfangsgewicht. So wird die Veranderung des Gewichts 
bei den oben bezeichneten Meerschweinchen durch folgende Ziffern 
ausgedriickt: das Meerschweinchen Nr. 1 verlor im Laufe der ganzen 
Zeit des Versuchs 33 Proz., das Meerschweinchen Nr. 4 hatte das End- 
gewicht auf 13g héher als das Anfangsgewicht. 

Kohl erhéht den Appetit der Meerschweinchen fiir Hafer, aber 
nicht immer in gleichem Grade, was von der GréBe der Dosis und von 
der vorhergegangenen Nahrung abhiangt. GroBe Dosen von Koh! 
(40, 60 und 80 g) rufen einen zweifellos giinstigen Effekt hervor, wobei 
man die Abhangigkeit ihrer Wirkung von der Zeit ihres Zusatzes 
bemerken kann. Der Zusatz groBer Dosen zur Nahrung der Meer- 
schweinchen Nr. 1, 3 und 4 am Anfang des Versuchs rief, wie aus den 
beiliegenden Kurven (Abb. 2, 3 und 4) zu ersehen ist, eine Erhéhung 
des Appetits fiir Hafer und eine Gewichtszunahme der Meerschweinchen 
hervor. 

Der Zusatz jedoch auch von gréBeren Dosen Kohl rief nach lang- 
dauernder Nahrung mit reinem Hafer oder nach langerer Nahrung 
mit kleinen Dosen Kohl, welche von einer groBen Gewichtsabnahme 
und Verschlechterung des Allgemeinbefindens des Tieres begleitet 
wurde, die gew6hnliche Wirkung nicht hervor. So tibte der spiitere 
Zusatz einer Dosis von 40g auf das Meerschweinchen Nr. 2 keine 
Wirkung aus, dessen Zustand bis zum Zeitpunkt des Zusatzes von 
Kohl sich bereits so verschlimmert hatte, daB es auch den Appetit fiir 
Kohl verloren hatte. 

Eine geringe Wirkung zeigten auch groBe Dosen am Ende des 
Versuchs mit dem Meerschweinchen Nr. 3 nach einer langeren Fiitterung 
mit kleinen oder mittleren Dosen Kohl. 

Eine Dosis von 20g wurde am Anfang des Versuchs im Laufe 
von einigen Tagen den Meerschweinchen Nr.1 und 3 gegeben, als 
Ubergang von kleinen Dosen zu gréBeren, wodurch keine merkliche 
giinstige Wirkung hervorgebracht wurde. Andauernd bekam solche Dosis 
nur das Meerschweinchen Nr. 3 (Abb. 3): das erste Mal im Laufe von 
4 Wochen nach einer anhaltenden Fiitterung des Meerschweinchens mit 
40 g Kohl, das zweite Mal im Laufe von 25 Tagen am Ende des Versuchs 
nach den Perioden der Fiitterung des Meerschweinchens mit 5 und 10 ¢ 
Kohl, als das Tier schon an Gewicht verlor. Im ersten Falle fuhr der 
Appetit des Meerschweinchens fiir Hafer fort sich zu erhéhen, und 
dasselbe nahm an Gewicht zu. Im zweiten Falle des Zusatzes von 
20g Kohl hérte die Gewichtsabnahme des Meerschweinchens nicht 
auf, obgleich die Abnahme des Appetits einigermaBen angehalten wurde. 

Auf diese Weise kann man auch bei einer Dosis von 20g die Ab- 
hangigkeit ihrer Wirkung von der vorhergegangenen Nahrung fest- 
stellen. 
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Eine Dosis von 10g Kohl wurde dem Meerschweinchen unter 
verschiedenen Bedingungen des Versuchs gegeben und rief in Abhangig- 
keit davon einen verschiedenen Effekt hervor. Wenn diese Dosis (10 g) 
nach einer langeren Fiitterung mit groBen Dosen Kohl gegeben wurde, 
so erwies sie einen unbedingt giinstigen EinfluB: das Meerschweinchen 
Nr. 1 (Abb. 2) bekam sie im Verlauf von 6 Wochen nach einer andauern- 
den Fiitterung mit 40g Kohl, das Meerschweinchen Nr.3 (Abb. 3) 
im Verlauf von 4 Wochen nach langeren Perioden von Fiitterung mit 
40 und 20 g Kohl. Der Appetit beider Meerschweinchen fiir Hafer blieb 
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Abb. 3. Meerschweinchen Nr. 3. 1. Gewicht des Tieres in Grammen. II. die cingenommene Nahrung 
in Grammen. Mit der ununterbrochenen Linie wird der Hafer, mit der punktierten der Koh! be- 
zeichnet. III. Stickstoffwechsel. Der Stickstoff in hundertsten Teilen eines Gramms. 


ein guter und sie nahmen an Gewicht zu. Hierbei ist zu bemerken, 
daB der Zusatz dieser Dosis beim Meerschweinchen Nr. 1 mit dem 
Ubergang zum Sommerkohl zusammenfiel, welchereine gréBere Wirkung 
hervorruft als der Kohl, welcher lange Zeit aufbewahrt worden ist. 

Die nach einer kurze Zeit dauernden Fiitterung mit groBen Dosen 
oder nach einer Dose von 5g und einer vorhergegangenen ausschlieB- 
lichen Ernahrung mit Hafer hinzugefiigte Dose von 10g zeigte eine 
verschiedene Wirkung, je nach der Dauer der Fiitteruag ausschlieBlich 
mit Hafer am Anfang des Versuchs. + 

So war bei dem Meerschweinchen Nr.1 (Abb. 2), welches am 
17. Tage des Versuchs Kohl bekam, die Dose von 10g ungeniigend, 
als sie nach einer kurzen vorhergegangenen Fiitterung mit groBen 
Dosen gegeben wurde. 

Bei dem Meerschweinchen Nr. 4 (Abb. 4), dessen ausschlieBliche 
Haferernahrung nur 7 Tage gedauert hatte, zeigte die Dose von 10g, 
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welche im Laufe von 128 Tagen nach einer kurze Zeit dauernde 
Fiitterung mit groBen Dosen gegeben wurde, eine giinstige Wirkuny 
und rief eine Steigerung des Appetits und Gewichtszunahme des Meer. 
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schweinchens hervor. Doch auch hier muB erwahnt werden, daB dic 


starke Gewichtszunahme mit dem Ubergang zum Sommerkohl zu- 
sammenfiel. Der dauernde Effekt der Dose von 10 g wurde im September 
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durch eine zufallige Erkaltungskrankheit gestért, welche eine zeit- 
weilige Abnahme des Gewichts veranlaBte. 

Das Meerschweinchen Nr.5 (Abb. 5) bekam Kohl nach einer 
vorhergegangenen langen Ernahrung mit Hafer, welche 17 Tage ge- 
dauert hatte. Es erhielt fast 4 Wochen lang einen Zusatz von 5 g Kohl, 
worauf die Dose auf 10 g erhéht wurde. Allein die unter solchen Um- 
standen zugesetzte Dose von 10g ergab 
keine Resultate. br 

Ahnlich dem Meerschweinchen Nr. 5 “© 
bekam auch das Meerschweinchen Nr. 8 
(Abb. 4) eine Dose von 10g Kohl nach 
einet fast vierwéchigen Fiitterung mit einer 
Dose von 5g. Allein wahrscheinlich dank 
dem Umstande, daB die ausschlieBliche 
Haferernahrung nur 4 Tage gedauert hatte, 
zeigte diesmal die Dose von 10g eine un- 
gewohnlich langdauernde Wirkung: das 
Meerschweinchen erhielt diese Dose im Laufe 
von 7 Monaten, der Haferverbrauch und das 
Gewicht des Meerschweinchens. hielten sich, 
abgesehen von einigen Schwankungen, auf 
einer bedeutenden Héhe. Allerdings gesellte 
sich dazu auch bei diesem Versuch im Juni + 
der EinfiuB des Sommerkohls. Gegen Ende -_ r 
des Versuchs begann das Meerschweinchen 
an Gewicht zu verlieren, sein Zustand ver- nyu mn 


schlechterte sich und es wurde auf gemischte Abb. 5. @ Meerschweinchen Nr. 5 
f ibe ii b Meerschweinchen Nr. 6. I. das 
Nahrung tibergefihrt. Gewicht des Tieres in Grammen. 


Endlich das Meerschweinchen Nr. 7 _ 1. die eingenommene Nahrung in 
(Abb. 4), bekam nach einem neuntagigen a 2. ae 
Zusatz (gleich vom Anfang des Versuchs) punktierte den Kohl. 
von 5g Kohl eine Dose von 10g im Laufe 
von 44 Tagen. Im Laufe von 36 Tagen bewahrte das Meerschweinchen 
seinen guten Appetit fiir Hafer, und sein Gewicht schwankte nur in 
geringen Grenzen. Darauf trat eine plétzliche Gewichtsabnahme ein, 
welche mit dem Tode des Tierchens endete. Gegen Ende des Ver- 
suchs tranten beim Meerschweinchen Nr.7, ebenso wie beim Meer- 
schweinchen Nr. 2 die Augen, und es wurde Parese der HinterfiiBe 
beobachtet. 

Auf Grund alles Obenerwaihnten kann man den SchluB ziehen, 
daB die Dose von 10g Kohl nur bei bestimmten Bedingungen des 
Versuchs eine giinstige Wirkung aufweist, nimlich, wenn das Meer- 
schweinchen noch nicht allzusehr durch die einseitige Haferernahrung 
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geschwiacht oder sein Zustand durch dauernden Zusatz von groBen Dosen 
Kohl verbessert worden ist. 

Der giinstige EinfluB der Dose von 5g ist ein ziemlich geringer, 
unabhangig von der Zeit des Zusatzes. Diese Dose (5g) wurde unter 
verschiedenen Bedingungen des Versuchs den Meerschweinchen Nr. | 
(Abb. 2), Nr. 3 (Abb. 3) und Nr. 4 (Abb. 4) gegen Ende desselben nach 
vorangegangener Fiitterung mit 10g Kohl, den Meerschweinchen 
Nr. 5, 6 (Abb. 5) und Nr. 8 (Abb. 4) zu verschiedener Zeit nach Beginn 
des Versuchs nach einer ausschlieBlichen Haferernihrung, dem Meer. 
schweinchen Nr.7 (Abb. 4) sogleich vom Beginn des Versuchs an 
gegeben. In diesen Fallen hielt die Dose von 5g Kohl die Gewichts. 
abnahme des Meerschweinchens eine Zeitlang auf, ohne indessen eine 
Zunahme hervorzurufen, und unterstiitzte, zuweilen erhéhte sogar 
den Appetit fiir Hafer. Nach einiger Zeit begann die Wirkung nach- 
zulassen, die Meerschweinchen verloren an Gewicht und den Appetit 
fiir Hafer. Besonders lange andauernd war ihre Wirkung bei dem Versuch 
mit dem Meerschweinchen Nr. 1 (Abb. 2), welches 5g im Laufe von 
6 Wochen bekam. Eine gewisse Ausnahme stellt das Meerschweinchen 
Nr. 4 (Abb. 4) dar, welches 5 g Kohl wahrend der letzten 25 Tage des 
Versuchs erhielt und dabei etwas an Gewicht zugenommen hatte. 
Wihrend dieser ganzen Zeit bewahrte es einen guten Appetit fiir Hafer. 
Der Tod trat ganz unerwartet bei eixer Gewichtsabnahme von 20 ¢ 
ein, und die Sektion ergab keine besonderen anatomisch-pathologischen 
Veranderungen. 

Im allgemeinen kann man sagen, daB der Zusatz von kleinen 
Dosen (5 bis 10 g) Winterkohl allein (Meerschweinchen Nr. 5, 6 und 7) 
die Gewichtsabnahme lange Zeit nicht aufhalten und den Tod nicht 
abwenden kann. Der Versuch mit dem Meerschweinchen Nr. 5 dauerte 
55 Tage, der Versuch mit dem Meerschweinchen Nr. 6 43 Tage und 
mit dem Meerschweinchen Nr. 7 54 Tage. Alle Meerschweinchen kamen 
um, nachdem sie einen bedeutenden Teil ihres Gewichts verloren hatten. 
So hatte das Meerschweinchen Nr. 5 39 Proz., das Meerschweinchen 
Nr. 6 44 Proz. und das Meerschweinchen Nr. 7 37 Proz. verloren. Die 
Erhéhung der Dose Kohl in den letzten Tagen des Versuchs mit den 
Meerschweinchen Nr. 5 und 6 bis 20g konnte ihren Untergang nicht 
mehr aufhalten. Der Sommerkohl ist ein staérkeres Gegenmittel gegen 
Skorbut, und infolgedessen haben auch dessen kleinere Dosen eine 
stirkere Wirkung. So wurde der dauernde Effekt dieser Dosen bei 
dem Meerschweinchen Nr. 8, welches sie im Verlauf des zanzen Versuchs, 
und bei dem Meerschweinchen Nr. 4, welches sie auch im Verlauf des 
ganzen Versuchs, abgesehen von einem kurze Zeit dauernden Zusatz 
einer groBen Dose ganz am Anfang erhielt, durch die Fiitterung der 
Meerschweinchen vom 20. Juni an mit Sommerkohl hervorgerufen. 
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Auf die Weise bestitigen unsere Versuche, daB der Kohl beim 
Aufbewahren einen Teil seiner antiskorbutischen Eigenschaften verliert, 
worauf schon mehrmals in der Literatur im Zusammenhang mit der 
Labilitét des Vitamins C aufmerksam gemacht worden ist. 

Wir kénnen also feststellen, daB verschiedene Dosen Kohl eine 
verschiedene Wirkung haben, und zwar nicht nur in Abhiangigkeit 
yon ihrer GréBe, sondern auch von der vorhergehenden Ernahrung 
und ihrer Dauer. Augenscheinlich fehlen in der fiir den Organismus 
ungeniigenden Nahrung gewisse ihm notwendige Stoffe, und daher 
ruft die langere Fiitterung damit im Organismus solch ernstliche 
Stérungen hervor, daB man seinen Zustand nur durch eine langdauernde 
Fiitterung mit groBen Dosen einer erginzenden Nahrung verbessern 
kann. Eine kurze Zeit dauernde Entziehung dieser Stoffe ruft leichtere 
Stérungen hervor, welche auch durch kleinere Dosen einer Erganzungs- 
nahrung beseitigt werden kénnen. 

Zum Zwecke eines genaueren Studiums des Einflusses der ver- 
schiedenen Dosen Kohl haben wir bei drei Meerschweinchen den Stick- 
stoffwechsel untersucht. 


Die Methodik der Versuche. 


Das zum Versuch ausgewahlite Meerschweinchen wurde in einen 
besonderen Kafig gesetzt. Im Laufe von einigen Tagen fuhren wir fort, 
ihm die gewohnte gemischte Nahrung zu verabreichen und beobachteten 
sein Gewicht. Wenn das Gewicht nicht abnahm, so wurde es auf Hafer- 
ernahrung iibergefiihrt. Die ersten 4 bis 5 Tage der Haferernahrung hatten 
den Zweck, den EinfluB der vorhergegangenen Nahrung zu _beseitigen. 
Darauf wurde das Meerschweinchen in einen speziellen Kafig iibergefiihrt, 
welcher fiir die Aufnahme von Harn und Kot hergerichtet war. In dem 
unteren Teile dieses Kafigs befanden sich zwei Metallnetze: das obere, 
auf welchem sich das Meerschweinchen aufhielt, hatte breite Maschen ; durch 
dieses Netz konnte der Kot unbehindert auf das untere engmaschige Netz 
fallen. Der Harn flo8 durch das zweite Netz auf den Bleiboden des Kafigs, 
wohin 4 proz. Schwefelséure ausgegossen wurde. Das zweite Netz war sehr 
schrig ausgespannt, weshalb der Kot, welcher auf dasselbe fiel, sich auf 
einer Seite ansammelte. In dem oberen Teile des Kafigs war eine Zwischen- 
wand angebracht, welches dem Meerschweinchen nicht gestattete, sich iiber 
dem Teile des unteren Netzes aufzuhalten, wo sich der Kot ansammelte. 
Dadurch wurde auch nach Méglichkeit die Befeuchtung des Kotes mit Harn 
vermieden. Die Nahrung wurde dem Tiere zu einer bestimmten Tageszeit 
verabfolgt. Gleichzeitig wurde der Harn und der Kot gesammelt. Die 
Netze und der Boden wurden sorgfaltig mit Wasser gewaschen und der 
Harn vereinigte sich mit dem Spiilwasser. Der Kot wurde mit einer 
schwachen Schwefelsdiure befeuchtet, getrocknet und in einer Kaffeemiihle 
gemahlen. Das so erhaltene Pulver wurde in lufttrockenen Zustand ge- 
bracht. 

Der ganze Versuch war in Perioden von 3 bis 7 und nur in vereinzelten 
Fallen von 2 und 8 Tagen Dauer eingeteilt. Der Harn und der Kot wurden 
taglich gesammelt, ihre Analyse aber (nach Kjeldahl) fiir eine ganze Periode 
des Versuchs nur einmal gemacht. 
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Die Nahrung der Meerschweinchen bestand aus Hafer ad libitum jit 
einem Zusatz, wihrend einiger Perioden des Versuchs, von verschiedenen 
Dosen Kohl. Hafer und Kohl wurden auf ihren Gehalt an Stickstoff, Wasse) 
und Asche hin analysiert (Hafer auch auf Fett hin), wobei sowohl zur Analyse, 
als auch zur Fiitterung nur die diinnen Teile der Kohlblatter genommen 
wurden, nachdem sie von den gréberen Fasern befreit worden waren. Dic 
Menge der eingenommenen Nahrung wurde genau berechnet. 


Das Meerschweinchen Nr. 1. Der Versuch mit dem Meerschweinchen 
Nr. 1 (Abb. 2) dauerte 179 Tage (vom 27. April bis 26. Oktober 1923). Die 
Untersuchung des Stickstoffwechsels begann am fiinften Tage des Versuchs 
und dauerte 45 Tage. Dieser Teil des Versuchs war in neun Perioden ein. 
geteilt. 


Das Protokoll des Versuchs. Das von gemischter Nahrung auf vorlaufige 
Haferernihrung iibergefiihrte Meerschweinchen verlor im Verlaufe von 
4 Tagen 69g an Gewicht. Allein in den folgenden 8 Tagen begann es an 
Gewicht zuzunehmen. Das Meerschweinchen verzehrte in dieser Zeit durcl)- 
schnittlich 30 g Hafer taglich. Die GréBe der negativen Bilanz des Stick- 
stoffs, welche in der ersten Periode (vom 1. bis 5. Mai) — 0,1443 » 
erreicht hatte, wurde in der folgenden Periode (vom 6. bis 8. Mai) niedriger 

(0,0407 g). In der nichsten Periode (vom 9. bis 12. Mai) trat eine bedeutende 
Verschlechterung des Zustandes des Meerschweinchens ein: es begann 
eine starke Appetitabnahme und gleichzeitig mit ihr eine Verringerung des 
Gewichts. In dieser Periode verlor das Meerschweinchen 43 g und verzehrte 
taglich durchschnittlich nur 8g Hafer, wobei es sich zur Speise nur die 
Mitte der Kérner auswahlte. Der Kot nahm eine unregelmaBige Form und 
eine dunklere Farbe an und enthielt viel Schleim. Die Stickstoffbilanz 
wurde mit einem Male negativ. In der folgenden Periode (vom 13. bis 15. Mai) 
fuhren die genannten Erscheinungen fort, sich in derselben Richtung zu 
entwickeln. Vom 13. bis 15. Mai wurde dem Meerschweinchen Kohl gegeben, 
jedoch es fraB ihn ungern und verzehrte durchsehnittlich taglich nur 8 g. 
Gegen Ende dieser Periode verschlechterte sich das Allgemeinbefinden des 
Meerschweinchens noch mehr: es bewegte sich nur mit Miihe im Kafig, sali 
meistenteils, die Schnauze in den Futternapf gesenkt und verlor vom 
13. bis 19. Mai noch 50g. Angefangen vom 19. Mai veranderte sich der 
Zustand des Meerschweinchens sehr stark, es fing an gern Kohl zu fressen und 
verzehrte alle erhaltenen 40g. Der Appetit fiir Hafer stieg, es verzehrte 
ungefahr 20 g Hafer taglich, wobei es aufhérte ihn auszuschilen. Das Ge- 
wicht nahm zu, der Kot bekam wieder seine normale Form. Die GréBe der 
negativen Bilanz des Stickstoffs nahm ab (in der Periode vom 19. bis 25. Mai 

-0,1531 g, in der Periode vom 26. bis 29. Mai — 0,0771 gz). Jedoch in diesen 
beiden Perioden blieb das Meerschweinchen wie vorher schlaff und wenig be- 
weglich. In der folgenden Periode vom 30. Mai bis 2. Juni wurde ihm Koll 
in einer Menge von 80g gegeben. Der Verbrauch des Hafers seitens des 
Meerschweinchens hérte auf zu steigen, aber das Meerschweinchen fuhr fort 
an Gewicht zuzunehmen und die GréBe der negativen Stickstoffbilanz 
wurde noch geringer. In den nachsten zwei Perioden (vom 3. bis 9. Juni 
und vom 10. bis 16. Juni) erhielt das Meerschweinchen wieder nur 10 g Koh. 
Sogleich erfolgte ein allmahliches Sinken des Appetits. Das Meerschwein- 
chen fing wieder an den Hafer auszuschalen, der Kot bekam wieder eine 
unregelmaBige Form. Im Verlaufe der ersten von den genannten Perioden 
stieg das Gewicht des Meerschweinchens nach einer geringen Abnahme eit 
wenig, in der folgenden Periode jedoch begann eine starke Gewichts- 
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verringerung, welche erst dann aufhérte, als dem Tierchen taglich 40g 
Kohl gegeben wurde. Die Stickstoffbilanz in beiden Perioden war eine 
stark negative. 

Wir wollen nicht den weiteren Verlauf des Versuchs genau beschreiben, 
welcher nicht von einer Untersuchung des Stickstoffwechsels begleitet war, 
da ja dessen Resultate oben zugleich mit den Ergebnissen der anderen 
Versuche angefiihrt sind, welche den Zweck hatten, den EinfluB des Zu- 
satzes verschiedener Dosen Kohl zum Hafer zu untersuchen. Wir wollen 
nur erwihnen, daB das Meerschweinchen im Verlaufe langer Perioden 
40, 10 und endlich 5 g Kohl erhielt. Bei der letzten Dosis begann das Gewicht 
des Meerschweinchens zu fallen, anfangs allmahlich, dann aber recht stark. 
Die Verdopplung der Dosis Koh] ergab keine Resultate. Das Meerschweinchen 
wurde schwach, schloB oft die Augen und atmete zuweilen schwer. Am 
26. Oktober trat exitus letalis ein. Die Sektion ergab keine bedeutenden 
pathologisch-anatomischen Verinderungen. 

Der Stickstoffwechsel des Meerschweinchens Nr. 1: Die Resultate 
der Untersuchung des Stickstoffwechsels sind in der Tabelle I angefiihrt. 
Wie man aus dieser Tabelle ersieht, hat die Stickstoffbilanz tiberall 
eine negative GréBe, welche besonders niedrig in der zweiten Periode 
ist, bei ausschlieBlicher Haferernaihrung, die jedoch in dieser Zeit eine 
unbedeutende Gewichtszunahme hervorrief, und in der vierten und 
siebenten Periode, als das Meerschweinchen ais Zusatz zum Hafer 40 g 
und 80 g Kohl bekam. In denjenigen Perioden, wo das Meerschweinchen 
an Gewicht abnahm, hat die Stickstoffbilanz eine stark negative GriBe, 
unabhangig von dem Zusatz in einer dieser Perioden kleiner Dosen Kohl 
(Perioden 3, 4, 8 und 9). 

In der letzten Rubrik der Tabelle ist der Prozentsatz der Nicht- 
aneignung des Stickstoffs der Nahrung in den einzelnen Perioden des 
Versuchs angefiihrt. Wenn man die Perioden mit ungefahr gleicher 
mit der Nahrung eingefiihrter Menge von Stickstoff untereinander ver- 
gleicht, was zum Zwecke der Beseitigung des Einflusses des endogenen 
Stickstoffs gemacht worden ist (der Prozentsatz des letzteren schwankt 
im Kot in Abhangigkeit von der Menge des Nahrungsstickstoffs), so 
kénnen wir die erste und zweite Periode, wo tiglich 0,7422 und 0,7400 g 
Stickstoff eingefiihrt wurden, und die sechste und siebente Periode, wo 
0.6699 und 0,6789 g Stickstoff eingefiihrt wurden, ins Auge fassen. 

Die ersten zwei Perioden beziehen sich auf die ausschlieBliche 
Ernahrung mit Hafer, als das Meerschweinchen durchschnittlich 30 g 
Hafer taglich verzehrte. Der Prozentsatz der Nichtaneignung des 
Stickstoffs in diesen Perioden betrigt 19,29 und 20,01 Proz. In den 
nachsten zwei Perioden veizehrte das Meerschweinchen durchschnittlich 
20 g Hafer mit einer Beimischung von 40 g Kohl in der sechsten Periode 
und 80g in der siebenten Periode. 

In diesen Perioden war der Prozentsatz der Nichtaneignung des 
Stickstoffs etwas héher. und zwar 23,46 und 23,08 Proz. Die dritte 
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und vierte Periode stehen auch, was die Menge des mit der Nahrung 
eingefiihrten Stickstoffs betrifft, einander ziemlich nahe — 0,2192 und 
(0,2613 g N taglich. In diesen beiden Perioden fraB das Meerschweinchen 
Hafer sehr ungern und verlor an Gewicht. In der neunten Periode 
bekam es auBer Hafer 10g Kohl. Der Prozentsatz der Nichtaneignung 
des Stickstoffs der Nahrung betrug in der dritten Periode 32,82 Proz., 
in der neunten Periode 27,07 Proz. Man kann voraussetzen, daB der 
Zusatz von Kohl unter gieichen Bedingungen des Versuchs die An- 
eignung des Stickstoffs der Nahrung einigermaBen verbessert. Wenn 
man die Ziffern betrachtet, welche den Prozentsatz der Nichtaneignung 
des Stickstoffs der Nahrung im Verlauf des Versuchs ausdriicken, so 
kann man bemerken, daB bei einseitiger Ernahrung mit Hafer die 
Aneignung des Stickstoffs der Nahrung fallt (erste, zweite und dritte 
Periode). Der Zusatz zum Hafer, 10, 40 und 80 g Kohl (vierte, sechste, 
siebente und achte Periode), erhéht die Aneignung des Stick- 
stoffs der Nahrung und niahert dieselbe der Aneignung der 
Anfangsperiode, als die ausschlieBliche Haferernihrung noch keinen 
bemerkbaren schidlichen EinfluB auf den Organismus des Meer- 
schweinchens ausgeiibt hatte. 

Die in der fiinften Periode unerwartet hohe Ziffer des Prozent- 
satzes der Nichtaneignung des Stickstoffs, 28,42, steht vielleicht damit 
im Zusammenhang, daB das Meerschweinchen in der vorhergegangenen 
Periode sehr wenig Nahrung zu sich genommen hatte, in der fiinften 
Periode dagegen der Appetit sich stark erhéhte. In der letzten Periode 
erwies sich die Dosis von 10 g Kohl schon als ungeniigend: der Zustand 
des Meerschweinchens begann sich zu verschlechtern, und damit hangt 
wahrscheinlich der hohe Prozentsatz der Nichtaneignung des Stickstoffs 
in dieser Periode zusammen. 

Das Meerschweinchen Nr. 2. Der Versuch mit dem Meerschweinchen 
Nr. 2 (Abb. 1) erstreckte sich vom 23. Oktober bis zum 15. November 
1923. Die Untersuchung des Stickstoffwechsels begann am 29. Oktober 
und dauerte 14 Tage lang, welche in vier Perioden eingeteilt wurden. 

Das Protokoll des Versuchs. Die vorhergehende Haferernahrung 
hatte eine Appetitabnahme und ein rapides Fallen des Gewichts hervor- 
gerufen, welches letztere dann ein wenig zum Stillstand kam. Die 
erste Periode der Untersuchung des Stickstoffwechsels vom 29. bis 
30. Oktober fiel mit dem Beginn der Appetitzunahme zu Hafer und 
gleichzeitiger Gewichtsabnahme zusammen. Die Stickstoffbilanz er- 
reichte in dieser Zeit —0,2643 g. In der zweiten Periode vom 31. Oktober 
bis 4. November fraB das Meerschweinchen Hafer ziemlich gern, nahm 
aber immer noch an Gewicht ab. Die negative GréBe der Stickstoff- 
bilanz wurde niedriger. In der folgenden Periode vom 5. bis 8. No- 
vember trat eine Appetitsabnahme ein und eine noch gréBere Gewichts- 
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abnahme. Das Meerschweinchen fing an den Hafer auszuschiilen, 
der Kot nahm eine unregelmaBige Form an. Die Stickstoffbilanz wurde 
stark negativ. In der letzten Periode vom 9. bis 11. November hérte 
das Meerschweinchen ganz auf Hafer zu fressen und nahm immer 
mehr an Gewicht ab. Die Stickstoffbilanz erreichte in dieser Periode 
—0,4591 g. In dieser Periode wurde dem Tierchen Kohl gegeben, welchen 
es ungern und in kleinen Mengen frab. Wie bereits erwahnt, kam das 
Meerschweinchen Nr. 2 am 24. Tage des Versuchs um, wobei vor dem 
Tode eine Erkrankung der Augen und Parese der HinterfiiBe beobachtet 
wurde. Bei der Sektion wurde eine auBerste Abmagerung gefunden, 
die GekrésegefiBe waren erweitert, die Gedairme stellenweise von 
Gasen gedunsen. Im Magen fanden sich kleine Blutungen und eine 
kleine Kugel aus Haaren von der GréBe einer kleinen Erbse. Die Zahne 
wackelten nicht. 


Die Tabelle IT zeigt die GréBe der negativen Bilanz des Stickstoffs, 
welche besonders gegen Ende des Versuchs anwuchs. In diesem Versuch 
haben wir zum Vergleich des Prozentsatzes der Nichtaneignung des 
Stickstoffs keine Perioden mit anniahernd gleicher Menge Stickstoff 
der Nahrung. Wir bemerken nur, daB die Aufnahme von Stickstoff 
sich mit jeder Periode verschlechterte mit gleichzeitiger Verschlechterung 
des Zustandes des Meerschweinchens. 

Es ist nétig sich zu merken, daB man diese zwei Versuche als vorliufige 
ansehen muB, da die Untersuchung des Stickstoffwechsels in denjenigen Pe 
rioden, wo die Meerschweinchen den Hafer ausschilten (3., 4., 8. und 9. Periode 
beim ersten Meerschweinchen und die 3. Periode bei dem zweiten Meer- 
schweinchen), keinen Anspruch auf geniigende Genauigkeit machen kann. 
Die Sache liegt namlich daran, da8 wir nicht den Stickstoffgehalt des von den 
Meerschweinchen iibriggelassenen Hafers bestimmten, da dieselben in die=e: 
Perioden hauptsichlich die Mitte der Kérner fraBen, welche, wie bekannt, 
einen anderen Stickstoffgehalt hat, als die Schale. In dem folgenden Ver- 
suche haben wir diesem Mangel abgeholfen und in diesen Perioden die Analyse 
auch des nachgelassenen Hafers ausgefiihrt. Diese Analyse zeigte, dal 
die Verbesserung, welche man in dem ersten und zweiten Versuch hatte 
machen miissen, die Resultate nicht wesentlich verindert haben wiirde. 

Das Meerschweinchen Nr. 3. Der Versuch mit dem Meer- 
schweinchen Nr. 3 (Abb. 3) dauerte 187 Tage, vom 27. November 1923 
bis zum 1. Juni 1924. Die Untersuchung des Stickstoffwechsels er- 
streckte sich iiber 130 Tage und war in 23 Perioden eingefeilt. Dieses 
Meerschweinchen_unterschied sich von seinen Vorgingern durch eine 
weit gréBere Resistenz gegen den schidlichen EinfluB der ausschlie'- 
lichen Haferernahrung. 

Das Protokoll des Versuchs. Im Laufe der vorangegangenen Ernahrung 
mit Hafer verlor das Meerschweinchen nur 30g. Im Verlaufe der ersten 


drei Perioden der Untersuchung des Stickstoffwechsels (vom 1. bis 16. De- 
zember) fraB das Meerschweinchen gern Hafer und verzehrte taglich durch- 
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schnittlich 25g. Sein Gewicht hielt sich auf unverinderter Héhe. Die 
Stickstoffbilanz hatte die ganze Zeit iiber fast ein und dieselbe negative 
GréBe (—0,1158 bis —0,1002). 

Am Ende der dritten Periode begann der Appetit fiir Hafer zu sinken, 
was Sich besonders in der folgenden Periode (vom 17. bis 19. Dezember) 
auspragte. In dieser Periode zeigten sich alle tibrigen Erscheinungen, 
welche gewéhnlich die Zustandsverschlechterung des Meerschweinchens be- 
gleiten: es schalte den Hafer aus und warf ihn umher, sein Gewicht nahm 
ab, der Kot bekam eine unregelmaBige Form und enthielt viel Schleim. 
Die GréBe der negativen Stickstoffbilanz stieg bis zu —0,1857 g. In den folgen- 
den drei Perioden erhielt das Meerschweinchen Hafer mit einem Zusatz von 
Kohl, und zwar: in den Perioden vom 21. bis 23. Dezember 10g; vom 
24. bis 26. Dezember 20 g; vom 27. bis 28. Dezember 40 g. Der Appetit fiir 
Hafer hob sich unbedeutend, das Meerschweinchen verzehrte taglich durch- 
schnittlich 10 g Hafer. Die Gewichtsabnahme setzte sich fort. Die Stick- 
stoffbilanz zeigte anfangs eine niedrigere negative GréBe, aber in der dritten 
von den genannten Perioden erreichte sie plétzlich — 0,2027 g. Wir blieben 
auf der Dosis von 40 g Kohl stehen und verabreichten sie dem Meerschwein- 
chen im Verlaufe von 4 Wochen. Zuerst fraB das Meerschweinchen den Kohl 
langsam und ungern, dann aber warf es sich auf ihn. Das Meerschweinchen 
fuhr fort den Hafer auszuschialen, aber verzehrte ihn in groBer Menge. Sein 
Gewicht stieg vom 29. Dezember bis zum 23. Januar von 341 g auf 367 g. 
Die Stickstoffbilanz hatte zuerst eine negative, dann aber eine positive 
GréBe. Die naichsten 4 Wochen vom 24. Januar bis 20. Februar bekam das 
Meerschweinchen nur 20g Kohl. Die Quantitét des verzehrten Hafers 
schwankte durchschnittlich um 22 g herum, wobei in den ersten 2 Wochen 
das Meerschweinchen den Hafer noch ausschalte und verstreute. Der Kot 
bekam allmahlch seine rege'maBige Form. Die Stickstoffbilanz hatte bald 
eine unbedeutende negative, bald eine unbedeutende positive GréBe und 
nur in der letzten Woche dieser Periode der Fiitterung erhielt sie eine 
hdhere negative GréBe (— 0,0401 g). Die nichsten 4 Wochen vom 21. Februar 
bis zum 19. Marz bekam das Meerschweinchen 10g Kohl. Es fuhr fort 
seinen guten Appetit fiir Hafer zu bewahren und verzehrt= von ihm taglich 
durchschnitthch 24g. Sein Gewicht blieb, abgesehen von unbedeutenden 
Schwankungen, fast unverindert. In der eisten Woche dieser Periode 
der Fiitterung hatte die Stickstoffbilanz sine ziemlich bedeutende negative 
GréBe (—0,0522 g), jedoch weiterhin zeigte sie bald eine geringe negative, 
bald eine unbedeutende positive GréBe Vom 20. Marz bis zum 9. April 
bekam das Meerschweinchen nur 5g Kohl. Der Appetit fiir Kohl begann 
allmahlich zu sinken. Vom 1. April begann auch die Gewichtsabnahme. 
Die Stickstoffbilanz bekam eine immer héhere negative GréBe. Vom 10. April 
hérten wir mit der Untersuchung des Stickstoffwechsels auf. 


Die darauf folgende Zunahme von Kohl in Dosen zuerst bis zu 10g, 
dann bis zu 20 g verbesserten den Zustand des Meerschweinchens nicht. Die 
Erhéhung der Dosis bis zu 40 g ergab eine gewisse Zunahme des Gewichts, 
welches aber bald wieder sank. 60g Kohl verhinderte nicht die weitere 
Abnahme des Gewichts. In dieser Periode konnten wir die Menge des 
verzehrten Hafers nicht feststellen, da der Hafer vom Meerschweinchen iiber 
den ganzen Kafig hin verstreut und in den Sand getreten und auch reichlich 
mit Harn befeuchtet wurde. Am 31. Marz wog das Meerschweinchen nur 293 g. 
Vem 1. Juni an wurde es auf gemischte Nahrung iibergefiihrt und sein 
Gewicht begann sich zu erhéhen und erreichte am 19. Juni bereits 410 g. 
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Der Stickstoffwechsel des Meerschweinchens Nr. 3. Wenn wir dic 
Summe der Resultate der Untersuchung des Stickstoffwechsels ziehen, 
welche in der Tabelle III angefiihrt sind, so bemerken wir folgendes: 

1. Bei ausschlieBlicher Haferernihrung hat das Meerschweinchen, 
selbst in den Perioden, wo es gern Hafer friBt und an Gewicht gar 
nicht oder nur wenig abnimmt, eine bedeutende negative Stickstoff. 
bilanz. 

2. In den Perioden mit verringertem Appetit fiir Hafer erreicht 
die negative Stickstoffbilanz eine sehr bedeutende GréBe. 

3. In den Perioden mit einem Zusatz von kleinen Dosen Kohl, 
welche eine kurze Zeit gegeben wurden, den Appetit fiir Hafer nicht 
verbesserten und auch die Gewichtsabnahme nicht aufhielten, hilt 
sich die negative Bilanz auf gleicher Héhe. 

4. Bei dem Zusatz von groBen Dosen Kohl (40 g) hat die Stickstoff- 
bilanz mit Ausnahme von zwei Perioden eine positive GréBe. Eine 
negative GréBe der Stickstoffbilanz zeigte sich in den ersten zwei 
Perioden mit einem Zusatz von 40g Kohl. Wahrscheinlich wirkte 
hier noch der EinfluB der vorhergegangenen Haferernahrung. 

5. In den Perioden, wo lange Zeit hindurch zum Hafer kleine 
Dosen Kohl (10 und 20 g) hinzugefiigt wurden, war die Stickstoffbilanz 
schwach negativ, mit Ausnahme von zwei Perioden, in denen sie eine 
unbedeutende positive GréBe hatte. 

6. Der Ubergang zur Dosis von 5g Kohl ruft eine VergréBerung 
der negativen Bilanz hervor. 

Zur Erklarung der Frage, wie sich die Aneignung des Stickstoffs 
der Nahrung wiahrend des Versuchs verinderte, haben wir in der 
Tabelle IV die Perioden des Versuchs so geordnet, daB die miteinander 
zu vergleichenden Perioden, d. h. diejenigen, welche nahestehende 
Ziffern des mit der Nahrung eingefiihrten Stickstoffs aufweisen, neben- 
einander zu stehen kommen. 

Bevor wir zur Erklarung dieser Tabelle iibergehen, miissen wir 
noch bemerken, daB im Verlauf der siebenten und teilweise auch der 
achten Periode es sehr schwer war, den Harn und den Kot zu sammeln, 
da der Kot eine halbfliissige Konsistenz hatte: er fiel nicht immer 
auf das untere Netz, und wenn er auf dasselbe auch fiel, so rollte er 
nicht nach unten. Dieses konnte die Durchfeuchtung des Kotes mit 
Harn hervorrufen und somit die genaue Bestimmung der Stickstoff- 
aneignung beeinflussen. Im Anfang der Tabelle sind zehn Perioden 
dargestellt, in welchen die Quantitat des taglich eingefiihrten Stickstoffs 
von 0,413 bis 0,503 g schwankt. 

Das sind die Perioden 1, 2, 3, 8, 9, 13, 14, 15, 16 und 17 (vg. 
Tabelle IV). 
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Bei der Durchsicht des Prozentsatzes der Nichtaneignung des 
Stickstoffs der Nahrung in den oben genannten Perioden kann may 
folgendes bemerken : 

1. Bei langdauernder Fiitterung des Meerschweinchens mit Hafe: 
allein vergréBerte sich der Prozentsatz der Nichtaneignung des Stick. 
stoffs der Nahrung (1., 2. und 3. Periode). 


Tabelle IV. 





Nicht 
Es wurde | . 
= durche — hai 
shete brte | Sehnittlic Stickstoff tickstoff. 
P, -P Zeitperioden oo ‘eng Stuckstoff _~ , bilanz 
— des Haters | des Kohls j cingenommen | Niehrung 


g g g Proz. 


Die durch: | Die durche | 
schnitthch | schnittlich 


Nr. Wahrend der taylich taglich 


0,440 3, —0,12 
0,483 —O11 
0,413 —0,10 
0,459 — 0.04 
0,476 + 0.03 
0,448 + 0,008 
0,443 — 0.015 
0,461 — 0,005 
0,503 — 0,04 
21. , 27.10. 0,461 — 0,05 
6. OL. 0,543 + 0.07 
10. , 16.1. 0,570 + 0,097 
17. | 23.1. 17 , + 0,02 
28. IT. bis 5, IIT. , + 0,003 
6. bis 12. IIT. 24 — 0,02 
313, , 19. IIL. 23 — 001 
17. , 19. XII. 13 —0,19 
21. , 23, XII. 12 —0,12 
24. | 26, XII. ll —011 
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20. , 26.111. | 21 | —002 
27.IIL.bis IV.) 18 — 0,05 
2.bis 9. 1V. 15  —0,09 


l. bis 5. XII. 
6. , 10. XII. 
il. > 16. X10. 
29. XII. bis 2. I. 
3. bis 5.1. 

24. , 30.1 
31. L bis 6. IT. 
7. bis 12. IT. 
13. , 20.11. 
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2. Der Zusatz zum Hafer von 40g Kohl erhéhte die Aneignung 
des Stickstoffs der Nahrung (8. und 9. Periode). 

3. Bei langdauerndem Zusatz zum Hafer von 20g Kohl ver- 
schlechterte sich idie Stickstoffaneignung der Nahrung. Am Anfang 
dieser Periode der;Fiitterung stand die Stickstoffaneignung der Nahrung 
nahe derjenigen der ersten zwei Perioden mit ausschlieBlicher Hafer- 
ernahrung (13., 14., 15. und 16. Periode). Der Ubergang zur Dosis 
von 10g Kohl verursachte eine noch weitere Erhéhung des Prozent- 
satzes der Nichtaneignung von N der Nahrung (17. Periode). Die 
folgenden drei Perioden haben eine ungefihr gleiche Menge des Stick- 
stoffs der Nahrung, und zwar die Perioden 10, 11 und 12, in denen 
seine Quantitaét zwischen 0,543 und 0,5697g¢ schwankt. In diesen 
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Perioden erhielt das Meerschweinchen 40g Kohl. Der Prozentsatz 
der Nichtaneignung des Stickstoffs in diesen Perioden, mit Ausnahme 
der 12., ist kein hoher und steht ziemlich nahe den GréBen, welche wir 
fiir diese Dosis Kohl schon bekommen haben (s. 8. und 9. Periode). 

In den niichsten drei Perioden der Tabelle, und zwar der 18., 19. 
und 20. Periode, schwankt die Menge des taglich eingefiihrten Stickstoffs 
zwischen 0,366 und 0,386 g. Das sind alles Perioden mit dem Zusatz 
von 10g Kohl. 

Aus der Gegeniiberstellung der erhaltenen Ziffern ergibt sich, 
daB bei dauernder Haferernihrung mit einem Zusatz von 10g Kohl 
die Stickstoffaneignung der Nahrung nachlaBt. 

Am Ende der Tabelle stehen noch sechs Perioden (4., 5., 6., 7., 
21. und 22), in welchen die taglich mit der Nahrung eingefiihrte Quan- 
titat des Stickstoffs zwischen 0,290 und 0,332 g schwankt. In der 
5. und 6. Periode verbesserte sich bei kurze Zeit andauerndem Zusatz 
zum Hafer einer kleinen Dosis Kohl] (10 und 20 g) die Stickstoffaneignung 
im Vergleich der vorhergehenden Periode der reinen Haferernihrung 
(Periode 4). 

In der 7. Periode hat der Prozentsatz der Nichtaneignung des 
Stickstoffs der Nahrung bei einem Zusatz zum Hafer von 40g Kohl 
eine bedeutende GréBe — 27,9. 

Vielleicht erklirt sich seine GréBe dadurch, daB dem Meer- 
schweinchen in dieser Periode zum erstenmal eine groBe Dosis Kohl 
verabreicht wurde. 

In der 21. und 22. Periode bekam das Meerschweinchen 5¢ 
Kohl, wobei sich sein Zustand verschlechterte; es verlor allmahlich 
an Gewicht und seinen Appetit fiir Hafer. Der Prozentsatz der Nicht- 
aneignung des Stickstoffs der Nahrung war ein sehr bedeutender. 
Ziemlich vereinzelt steht die 23. Periode des Versuchs da, wo die Quan- 
titét des taglich eingefiihrten Stickstoffs nur 0,235 g betrug. An Kohl 
wurden 5 g gegeben, der Prozentsatz der Nichtaneignung des Stickstoffs 
der Nahrung war ein hoher, aber etwas niedriger, als in den vorher- 
gehenden Perioden. 

Wenn wir die GréBe des Prozentsatzes der Nichtaneignung des 
Stickstoffs der Nahrung nicht nach den einzelnen Perioden, sondern 
in der Reihenfolge des Versuchs vergleichen (Tabelle III), so kénnen 
wir nicht umhin zu bemerken, daB bei langdauernder Fiitterung des 
Meerschweinchens mit reinem Hafer der Prozentsatz der Nichtaneignung 
des Stickstoffs sich vergréBert (in der 1. Periode 25,2 Proz., in der 
4. Periode 30,65 Proz.). Angefangen von der Zeit des Zusatzes von 
Kohl (6. Periode) halt sich, mit Ausnahme zweier scharfer Abweichungen 
in der 7. Periode (27,88 Proz.) und in der 12. Periode (31,00 Proz.), der 
Prozentsatz der Nichtaneignung unbedeutend schwankend auf ziemlich 

18* 
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niedrigem Niveau (18,66 bis 25,9 Proz.), aber darauf, niher zum Ende 
des Versuchs, beginnt er sich zu erhéhen (in der 15. Periode 32,65 Proz. 
und erreicht seine gréBte Héhe in der 20. Periode, wo er 40,29 Proz. 
betrigt. 

Die Resultate der beschriebenen Versuche auf diese Weise gegen. 
einander haltend, kann man zu folgenden Ergebnissen kommen: 

1. Die ausschlieBliche Fiitterung des Meerschweinchens mit Hafer 
wird bald ungeniigend und ruft Erscheinungen von Dystrophie hervor. 
Die Annahme von Hafer und seine Aneignung sinkt und die Stickstoff- 
bilanz wird negativ, d. h. das Tier fangt an, das Eiwei8 seines K6érpers 
zu verbrauchen. 

2. Die positive Stickstoffbilanz wurde nur beim Zusatz zu Hafer 
von 40g Kohl beobachtet, was auch die Aufnahme und Aneignung 
des Hafers verbesserte. 

3. Der Zusatz von kleinen Dosen Kohl (20 bis 5g) macht die 
Stickstoffbilanz nicht positiv, obgleich er im gréBeren oder geringeren 
Grade den Verbrauch des EiweiBSvorrats des Kérpers einschrankt. 
Der Effekt des Zusatzes dieser Dosen hingt von der vorhergehenden 
Nahrung ab. 

4. Da die Bilanz nur beim Zusatz groBer Dosen von Winterkoh! 
positiv wird, wenn mit dem Kohl eine sehr bedeutende Quantitat Eiweif 
eingefiihrt wird, dessen Stickstoff in einigen Fallen itiber 50 Proz. desjenigen 
ausmacht, welcher gleichzeitig mit Hafer eingenommen wird, so drangt 
sich die Frage auf, ob in dem giinstigen Effekt des Kohls nicht die in 
ihm enthaltenen EiweiBstoffe eine Rolle spielen} desto mehr, daB der 
Gang der Ausscheidung des Stickstoffs im Harn in diesen Perioden 
darauf hinweist, da8 die Eiweibstoffe des Hafers zusammen mit dem 
EiweiB des Kohls eine weit giinstigere Kombination fiir ihre Aus- 
niitzung seitens des Organismus darbieten, als die EiweiBstoffe des 
Hafers allein. Diese Arbeit wurde unter der Leitung unseres Lehrers 
Herrn, Prof. Schaternikoff ausgefiihrt. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 90. 


Stoffwechseluntersuchung bei Tieren in parabiotischem Zustand. 
Von 
W. Kichikawa. 
[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitét Bern.) 


(Eingegangen am 25, September 1925.) 


Die Parabiose gehért mit zu den wertvollsten Methoden der Er- 
forschung der inneren Sekretion. Fiir eine Reihe von schwierigen 
Fragen hat die Methode der Parabiose in entscheidender Weise zur 
Beantwortung beigetragen. Wenn es sich darum handelt, den Beweis 
zu liefern, daB tatsichlich im Blute ein inneres Sekret da ist, welches 
regulierend auf die Funktion des Organismus wirkt, kann es kaum eine 
elegantere Beweisfiihrung geben als die, daB man zwei Tiere para- 
biotisch miteinander vereinigt, von denen das eine in vollstandiger 
Weise eines Organs mit innerer Sekretion beraubt ist. Wenn nun 
die Vereinigung zweier solcher Tiere bei dem des betreffenden Organs 
beraubten Tiere entweder das Auftreten von Ausfallsymptomen voll- 
stindig verhindert oder, was noch eindringlicher wire, die schon auf- 
getretenen Ausfallsymptome minderte, wire damit in zwingender 
Weise gezeigt, daB auf dem Blutwege die Anderung herbeigefiihrt 
wiirde und im Blute die chemischen Bedingungen ligen, daB sich das 
operierte Tier wieder dem normalen Zustand nahert. Beispiele solcher 
Beweisfiihrung haben die glinzenden Arbeiten von Sauerbruch und 
Heyde*) erbracht. Im Berner physiologischen Institut ist auch diese 
Methode angewandt worden, und zwar von T'akakusu*). Derselbe 
vernahte Kaninchen parabiotisch miteinander, von denen das eine 
1) Sauerbruch und Heyde, Miinch. med. Wochenschr. 1910, 8. 2617; 


Heyde, Ergebn. d. Physiol. 1912, 8S. 564. 
2) Takakusu, diese Zeitschr. 128, 1922. 
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der Ovarien beraubt war. Nach seinen Befunden vermindert sich dic 
Erregbarkeit des zentralen Nervensystems, gepriift an der durch 
Diuretin hervorgerufenen Hyperglykimie nach Verlust der Ovarien. 
Er konnte zeigen, da durch die parabiotische Vereinigung mit einem 
normalen weiblichen Kaninchen die verminderte Erregbarkeit sich 
wieder hob. Da8 die Methode nicht in gréBerem Umfange angewanit 
wird, liegt zum Teil an den nicht geringen methodischen Schwierig. 
keiten, zum Teil aber auch daran, daB die Lebensbedingungen, unter 
denen parabiotisch vereinigte Tiere existieren, noch nicht in dem 
Umfange bek wnt sind, wie es wiinschenswert ist. Parabiotisch ver. 
einigte Tiere beeinflussen sich gegenseitig, und diese Beeinflussung kann 
eine sehr verwickelte sein. Schon Heyde hat in seiner vorhin erwahnten 
Zusammenfassung auf die hier in Betracht kommenden Gesichtspunkte 
hingewiesen. 

Ehe man daran gehen kann, schwierigere Fragen, nicht hinreichend 
bekannte Funktionen betreffend, mit Hilfe der Parabiose zu ent. 
scheiden, ist es notwendig, den EinfluB der Parabiose auf die groBen 
Elementarfunktionen des Organismus genauer festzustellen. Ich folgte 
in dieser Absicht der Anregung von Prof. Asher, um den respiratorischen 
Stoffwechsel im Zustande der Parabiose zu untersuchen. Der respira- 
torische Stoffwechsel hat sich als ein so feines Reagens zur Beurteilung 
des Zustandes und der Wertigkeit von verschiedenen Funktionen er- 
wiesen, daB man wohl ohne Bedenken die Voraussetzung machen darf, 
daB der respiratorische Stoffwechsel aych fiir die Beurteilung der 
Parabiose ein ebenso gutes Kriterium abgében wird, und wohl auch ein 
aufschluBreicheres als manche der bishes an parabiotischen Tieren 
ausgetibten Methoden. Zum Gelingen der Parabioseoperation und zur 
Erhaltung von parabiotisch vereinigten Tieren iiber eine langere 
Periode im guten Zustande sind eine Reihe von Vorbedingungen er- 
forderlich, die ich versucht habe, besonders zu beriicksichtigen. Aus 
verschiedenen Griinden wiahlte ich als Versuchstiere weiBe Ratten. 
Zur Parabiose nahm ich stets gleichgeschlechtliche Tiere desselben 
Wurfes. Vom Gesichtspunkt meiner Untersuchung war es auch not- 
wendig, daB sich die beiden Partner in annahernd gleichem Ernahrungs- 
zustand befanden. Ich suchte daher Tiere aus, die nicht bloB vom 
gleichen Wurfe waren, sondern die auch ziemlich gleich schwer waren, 
und deren Kérperentwicklung, soweit man das von auBen beurteilen 
konnte, iibereinstimmte. Das Kérpergewicht der einzelnen zur Ope- 
ration dienenden Ratten betrug durchschnittlich 80 bis 120 g. 

Ich gehe jetzt zu einer Beschreibung meiner Operationsmethodik 
iiber. 


Ich habe in meinen Versuchen die Parabiose durch Hautvernaihung 
und Muskelbauchfellschichtvereinigung, also eine Dauervereinigung der 
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beiden Leibeshéhlen (Coelioanastomose) ausgefiilrt. Diese Methode 
stellte den gangbarsten und fiir die feste Verlétung sowie fiir den innigen 
Wechselverkehr aussichtsreichsten Weg dar. Die genauen Angaben und 
Beobachtungen, welche Maeda in seiner Arbeit aus der Hotzschen 
chirurgischen Klinik macht, waren mir in methodischer Hinsicht sehr 
wertvoll. 

1 Stunde vor der Operation erhielten die Ratten subkutan 0,2 cem 
einer 1 proz. Morphiumlésung. Die Haare der zu vereinigenden Kérperseite 
der zwei auf dem Bauche nebeneinander gebundenen Tiere werden vor- 
sichtig kurz geschoren. 

Bei Ratten braucht man, wie sich aus der Schilderung von Birkelbach 
ergibt, nicht besonders vorsichtig mit der Asepsis zu sein. Die ausreichende 
Desinfektion des Operationsfeldes geschieht einfach durch Bepinselung 
mit 10proz. Jodtinktur. 

Ich machte einen mdglichst langen Hautschnitt von der Schenkelbeuge 
bis zur Achselhéhle. Die Gesamtlainge desselben betrigt etwa 8 bis 10 cm. 
Die hinteren Wundrander der beiden Tiere werden nun mit Catgut dicht 
fortlaufend zusammengenaht. Die Lange bzw. der Durchmesser der schlauch- 
formigen Verbindung der beiden Bauchfellhéhlen habe ich médglichst groB 
gestaltet, weil durch die GréBe an dieser Vereinigungsstelle die Bedrohung 
der Darmeinklemmung verhindert wird. Nun wird zwischen den Partnern 
auf einmal durch das Bauchfell und durch die Muskelschicht mittels Catgut 
eine fortlaufende Ringnaht angelegt, deren einzelne Glieder sehr nahe 
aneinander gebracht wurden. Die vordere fortlaufende Naht der beider- 
seitigen Hautwundrander wird dann besonders sorgfiltig eng an den oberen 
und unteren Wundwinkel angenaht. 


Ich habe im ganzen 12 Fille von parabiotischer Vereinigung aus- 
gefiihrt. Ein Tierpaar lebte 21, Monate in gutem Zustande in para- 
biotischer Vereinigung. Drei parabiotisch vereinigte Tiere lebten gleich - 
falls in gutem Zustande iiber 1 Monat. Sechs Paare parabiotisch ver- 
einigte Tiere lebten tiber 14 Tage, nur zwei Paare starben am Tage 
nach der Operation. 

Um meine Resultate bewerten zu kénnen, bringe ich einen Vergleich 
mit den Ergebnissen anderer Autoren, welche gleichfalls Parabiose 
ausgefiihrt haben. Sauerbruch und Heyde konnten unter 25 para- 
biotischen Kaninchenpaaren nur sechs Paare tiber 6 Wochen am Leben 
erhalten. Matsuyama konnte von 268 Rattenpaaren 71 Paare iiber 
1 Monat am Leben erhalten. Mayeda gibt folgende Zahlen an: Von 
30 Parabiosetieren gleichen Wurfes betrug die Lebensdauer nach der 
Parabioseoperation 1 Woche bei drei, 2 Wochen bei vier, 3 Wochen 
bei sieben, 4 Wochen bei vier, 5 Wochen bei einem, iiber 5 Wochen 
bei 11 Paaren. 

Ehe ich an meine eigenen Versuche herantreten konnte, war es 
erforderlich, eine genaue Untersuchung dariiber anzustellen, wie sich 
der Stoffwechsel durch Anderungen des Kérpergewichts und Anderungen 
des Wachstums verandert, und zwar bei Ratten. Denn teils war das 
Gewicht meiner Ratten, die zu Vergleichsversuchen dienten, ver- 
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schieden, teils stand nach den vorliegenden Erfahrungen zu erwarten, 
da8 das Kérpergewicht der parabiotisch vereinigten Tiere abnehmen 
wiirde, teils konnten die Anderungen an den Ratten, die durch die 
Dauer der Versuche herbeigefiihrt wurden, den respiratorischen Umsatz 
ganz unabhiangig von der Parabiose beeinflussen. Ich habe fiinf Ver- 
suche angestellt, in welchen ich je zwei Ratten zusammen in der Respira- 
tionskammer untersucht habe. Nach dem Kérpergewicht der beiden 
Tiere habe ich fiinf Gruppen unterschieden und teile in der Tabelle | 
die Ergebnisse der zahlreichen Versuche an diesen fiinf Gruppen von 
Doppeltieren mit. 
Tabelle I. 
a) Die physiologische Verschiebung des Stoffwechsels 
durch die Kérpergewichtszunahme und das Wachstum. 





K6rpergewicht “ee co 0. 
(2 Ratten zusammen) — pro kg ‘und | pro kg und 
‘ Stunde Stunde 


100—150 (20 Faille 0,7591 3,408 
150—200 (20 0.7531 2.995 
200—250 ( 5 0,7546 2'56 
250—300 (10 0,7724 2.337 
300—400 ( 6 0.7614 2.016 


Es ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, daB mit zunehmendem 
K6rpergewicht die pro Kilogramm und Stunde Kérpergewicht und 
Zeiteinheit gebildete Kohlensiure und der verbrauchte Sauerstoff 
merklich abnehmen. Sehr viel gréBer ist aber die Abnahme der aus 
dem Sauerstoffverbrauch errechneten Kalorien. Der respiratorische 
Quotient erhielt sich in den meisten Reihen annahernd konstant. 

In bezug auf die Methodik brauche ich hier nur anzugeben, daf 
es die iibliche Methodik des Berner physiologischen Instituts ist, die 
von Asher fiir Ratten modifizierte Methode von Haldane zur Unter- 
suchung des respiratorischen Stoffwechsels. 

Meine entscheidenden Untersuchungen tiber das Verhalten des 
respiratorischen Stoffwechsels habe ich an drei Paar parabiotisch 
vereinigten Ratten angestellt. Zuerst wurden die beiden zu vereinigenden 
Tiere gemeinschaftlich in der Respirationskammer auf ihren respira- 
torischen Stoffwechsel untersucht. In Tabelle II teile ich Versuche 
an dem ersten Paar Tiere vor und nach der Parabioseoperation mit. 

Die Vorversuche dauerten vom 12. Februar bis 11. Marz. Es 
ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, daB die Tiere im Laufe dieser 
Periode an Kérpergewicht zunahmen. Dementsprechend sinkt, auf die 
Einheit des Kérpergewichts und der Zeit berechnet, die GréBe des 
Umsatzes in der Art und Weise, wie ich sie in meinen Vorversuchen 
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Tabelle 11. 
b) Der Grundumsatz vor und nach der Parabioseoperation. 


Paar Nr. 1. 





Ko cht Respirations- CO; | Kalorie 
Datum | Kérerewicht | Reagent | mhgiund | pr hwnd pathy and 
12.17. | 145,53 0.7772 3,505 3,276 11,14 
16.11. | 138,96 0,7264 3,215 3,215 10,83 
151,31 0,7981 3,679 3,349 11,42 

174,41 0,7762 3,577 3,348 11,38 

194,48 0,759 2699 | 2584 | 875 

138,73 0,731 2,65 2,632 8,86 

198,95 0,7947 2,731 2,496 8,51 

Parabioseoperation ausgefiihrt. 

187,50 0,8516 2,947 10,15 

177,19 08 3,499 11,94 

190,05 0,7927 3.46 118 

212,46 0,7423 2.695 91 

219,64 0,7673 3,232 10.97 

229,08 0,7789 2,871 9,76 

255,31 0.7823 . 2.546 8,66 


erkannt und beschrieben habe. Die Werte, die ich gefunden habe, 
beweger. sich in den bekannten normalen Grenzen. Am 12. Miirz wurde 
die Parabioseoperation ausgefiihrt, und die Versuche an parabiotisch 
vereinigten Tieren begannen am 20. Miirz, zu einer Zeit, wo die Tiere 
vollstindig wieder hergestellt waren. Die Versuche dauerten vom 
21. Marz bis zum 30. Juni. Der gute Zustand der Tiere innerhalb di«ser 
Versuchsperiode ergibt sich sehr deutlich aus dem Kérpergewicht. 
Vor der Operation betrug dasselbe 198g. Nach einer kurzen Fallen 
bis auf 17. g bis zum 25. Marz stieg das Kérpergewicht bis zum 30. April 
bis auf 205 g. Die Tiere waren daher in einem hinreichend guten Zu- 
stande, um den etwaigen EinfluB8 der Parabiose auf die GréBe des 
respiratorischen Stoffwechsels feststellen zu kénnen. 


Ich will die gefundenen Zahlen mit denjenigen vergleichen, welche 
ich bei Tieren gleichen Kérpergewichts festgestellt habe. Am 16. April 
war das Kérpergewicht der Tiere rund 220g. Die Kohlensaurebildung 
pro Kilogramm und Stunde betrug 3,415, der Sauerstoffverbrauch 3,232, 
die Kalorienzahl pro Kilogramm und Stunde 10,97. Beinormalen Doppel- 
ratten mit einem Gewicht von 200 bis 250 g fand ich fiir die Kohlen- 
siurebildung 2,6, fiir den Sauerstoffverbrauch 2,56, fiir die Kalorien- 
zahl 8,65. Nach diesem Vergleich wire eine immerhin merkliche Er- 
héhung des respiratorischen Umsatzes zu konstatieren. Am 21. April 
betrug das Kérpergewicht rund 230g, die Kohlensiurebildung pro 
Kilogramm und Stunde 3,07, der Sauerstoffverbrauch 2,871, die 
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Kalorienzahl 9,76. Diese Werte kénnen verglichen werden mit den 
vorher benutzten Werten an normalen Tieren zwischen 200 und 250 ¢. 
Auch hier zeigt sich immer noch eine Steigerung des Grundumsatzes. 
Am 30. April, wo das Kérpergewicht 255g betrug, war die Kohlen. 
siurebildung 2,742, der Sauerstoffverbrauch 2,546, die Kalorienzahl 8,66. 
Diesen Wert will ich mit dem letzten Normalwert der beiden Tiere 
vergleichen, der am 11. Marz erhoben wurde. An diesem Tage betrug 
das Kérpergewicht der beiden Tiere rund 199g. Es belief sich dic 
Kohlenséurebildung pro Kilogramm und Stunde auf 2,731, der Sauer. 
stoffverbrauch auf 2,496, die Kalorienzahl auf 8,51. Die Zahl fiir das 
rund 260g wiegende, parabiotisch vereinigte Rattenpaar war etwa 
von der gleichen GréBe. Da nun das Kérpergewicht rund 60 g schwerer 
ist, ist tatsichlich der respiratorische Umsatz merklich gesteigert. 
Das Ergebnis dieser Versuchsreihe wire dahin zu formulieren, da8B durch 
die parabiotische Vereinigung im vollstaéndig normalen Zustande der 
vereinigten Tiere ein im Vergleich zu ihrem Kérpergewicht gesteigerter 
respiratorischer Umsatz vorhanden ist. Diese Konstatierung schien 
mir von Interesse zu sein, selbst wenn ihre Erklarung nicht leicht 
sein diirfte. Als pathologisch kann man diese Steigerung nicht be- 
zeichnen, und zwar deshalb nicht, weil der Zustand der Tiere wahrend 
der Versuchsperiode ein sehr guter war. Es kénnen daher besondere 
Anregungen vorhanden sein, die den Stoffwechsel etwas iiber die Norm 
erhéhen. Es ist vielleicht die Anregung des Stoffwechsels dem EinfluS 
des zwar artgleichen, aber individuell verschiedenen Blutes zuzu- 
schreiben. 

Qualitativ verhalt sich, wie sich ausdem respiratorischen Quotienten 
ergibt, der Stoffwechsel unverindert. Woraus wiederum gefolgert 
werden darf, daB die von mir beobachtete Erscheinung im Rahmen 
des physiologischen sich abspielt. 

Meine niichste Versuchsreihe wurde an zwei Ratten angestellt, 
die ich im normalen Zustande vom 2. bis 18. Mai beobachtete. Die 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in Tabelle III. 

Die Tiere nehmen in dieser Versuchsreihe von rund 159 auf 261 ¢ 
zu. Entsprechend vermindert sich der respiratorische Stoffwechsel. 
Am 2. Mai war die Kohlensaurebildung 3,65, Sauerstoffverbrauch 3,378, 
Kalorienzahl 11,51. Am 18. Mai betrugen die Werte fiir Kohlensaure- 
bildung 2,715, fiir Sauerstoffverbrauch 2,561, fiir die Kalorienbildung 
8,69. Am 19. Juni wurde die Parabioseoperation ausgefiihrt. Die 
Beobachtung begann am 29. Mai und wurde bis zum 18. Juni in voll- 
stindig gesundem Zustande fortgesetzt. Um die erhaltenen Werte 
zu beurteilen, will ich sie zunichst wiederum mit den Werten von Tieren 
gleichen Gewichts vergleichen. Am Ende der Versuchsreihe betrug 
das Kérpergewicht 265g, also nur wenig mehr als am Tage vor der 
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Tabelle I11. 


Paar Nr. 6. 





co, Oo Kalorie 


K6rpergewicht | Respirations- pro kg und | pro kg _ pro kg wad 


Q = Stunde | — Stunde Stunde 


158,78 0,785 3,65 : 11,51 
157,88 0,754 4,054 3,906 10.48 
171.14 0,757 2.922 9.5 
207 07 0,7462 2,741 9,02 
248 41 0,745 2,818 9,29 
260,65 0,77 2,715 8,69 
Parabioseoperation ausgefiihrt. 
253,55 0,77 3,215 3,027 10,27 
237,59 0,80 2,841 2,578 8,8 
241,34 0,7794 2,523 2,352 8,0 
260.20 0,848 3,023 2,588 8,91 
264 89 0,765 2,435 2,313 7,85 
265.17 0.7757 2,665 2,502 8,51 
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Operation, wo es rund 261 g betrug. Es zeigt sich nun, da8 der respi- 
ratorische Umsatz am 18. Mai und am 18. Juni annihernd der gleiche ist. 

Bei normalen Tieren zwischen 250 und 300g sind die Werte fiir 
Kohlensaurebilcung, Sauerstoffverbrauch und Kalorienbildung etwas 
kleiner, aber die Unterschiede sind nicht ins Gewicht fallend, so 
daB als Gesamtergebnis dieser Versuchsreihe eine Unverandertheit 
des respiratorischen Stoffwechsels bei gelungener Parabiose anzu- 
sprechen ist. 

In meiner letzten Versuchsreihe habe ich Beobachtungen an dem 
normalen Paare in der Zeit vom 5. Mai bis 15. Juni angestellt. In 
dieser Zeit nahm das Kérpergewicht der Tiere von 124 auf 176g zu. 


Tabelle 1V. 





J 


COs 4 P2 4 | -- 
pro kg un pro kg un pro kg und 
Stunde Stunde 


Kérpergewicht _Respirations- 
. Stunde 


uo 
ra q 


124,15 0,8276 4,007 3,517 12,07 
124,70 0,74 3,328 3,268 11,03 
153,36 0,73 3,228 3,212 10,82 
167,14 0,731 3,45 3,43 11,55 
176,26 0,73 2,865 2,851 9,60 
Parabioseoperation ausgefiihrt. 

190,40 0,7999 4,202 3,729 12,72 
172,28 0,7968 3,613 3,294 11,24 
180,70 0,7893 3,473 3,196 10,9 
189,74 0,7636 3,031 2,883 9,76 
184,75 0,7532 2,666 2,571 3,69 
190,01 0,7334 2,763 2,737 9,217 
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Am 19. Mai wurde die Parabioseoperation ausgefiihrt. Am 29. Maj 
begannen die Versuche im respiratorischen Apparat. Das Ergebnis 
dieser Reihe bringe ich in Tabelle IV. 

Das Kérpergewicht blieb in dieser Zeit annahernd gleich, das 
bedeutet, daB durch die Parabiose trotz des anscheinend guten Zu. 
standes der Tiere immerhin ein gewisser Riickschritt eingetreten ist. 
Denn unter ganz normalen Bedingungen diirfte erwartet werden, daf 
die Tiere noch etwas an Kérpergewicht zugenommen hitten, das haben 
wir ja auch in der ersten Versuchsreihe gesehen. Die erste Folge der 
Operation war in diesem Falle in der Zeit bis zum 5. Juni eine merkliche 
Steigerung des Stoffwechsels. Da die beiden Tiere in gutem Zustande 
waren, auch am 29. Mai gegeniiber dem letzten Tage vor der Operation 
an Kérpergewicht zugenommen hatten, darf man wohl in dieser 
Steigerung des Grundumsatzes den Ausdruck der Beeinflussung der 
beiden Tiere durch die Parabiose erblicken, und zwar durch die Folge 
der Vermischung von individuell verschiedenem Blute. Im weiteren 
Verlauf der Versuche nimmt der Umsatz wieder ab und erreicht normale 
Werte. 


ZusammengefaBt, ist das Ergebnis meiner Arbeit das nachfolgende : 


1. Untersucht man zwei Ratten gleichzeitig im respiratorischen 
Apparat tiber lingere Perioden, so laBt sich sehr deutlich der Einflu8 


der Kérpergewichtsverinderung und der Zeitdauer auf die Durch- 
schnittswerte des respiratorischen Stoffwechsels erkennen. 

2. Parabiotisch vereinigte Ratten lassen sich gut auf ihren respi- 
ratorischen Stoffwechsel im Apparat von Haldane und Asher unter- 
suchen. 


3. Parabiotisch vereinigte Ratten zeigen ein zweifaches Ver- 
halten im respiratorischen Stoffwechsel, derselbe ist entweder leicht 
gesteigert, oder er ist normal, alles unter der Voraussetzung, daB die 
beiden Tiere in gutem Zustande sich befinden. Die leichte Steigerung 
des Grundumsatzes kann auf eine Anregung des Umsatzes durch 
individual verschiedenes Blut bezogen werden. 
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Mai Anhang. 


bnis Einzelversuche zur Priifung des Stoffwechsels durch die 
Kérpergewichtszunahme und das Wachstum. 





das 
Korpergewicht . co O; Kalorie 

Zu- 2 Ratten zusammen) ae pro kg ‘end pro kg und pro kg und 

ist. g Stunde Stunde Stunde 


dab 92.74 0.7466 3.99 3,882 
ben 93,97 0.7398 4.416 4,337 
ee 113,43 0.7665 3,791 3,593 
| 121,60 0,7860 4,338 
che 124,15 0,8276 4,007 
nde 124.44 0.7869 3,83 
-_ 124,70 0.7417 2.927 
: 128,74 0.7614 3,379 
Se 131,27 0,7841 4,399 
der 135,13 0.7488 3,09 
1 135,70 0,7387 3,316 
ge 136,09 0.7729 3,361 
ren 136,35 0,7441 3,117 
132,90 0,7478 3,292 
137,91 0.7585 3,426 
138,96 0.7264 3,215 
139,05 0.7378 
de: 140,42 0,735 
145,53 0.7772 


90,150 0,7591 


151,31 0,7981 
153,36 0.7301 
154,95 0.7424 
157,88 0.7531 
158,78 0.7851 
161,36 0.7384 
167,14 0.7307 
160,31 0.7303 
165,15 0.7656 
171,14 0.7567 
172,60 0,7832 
174,41 0.7962 
176,26 0.73 
181,79 0.7341 
190,01 0.7334 
194,48 0.759 
195,60 0.7506 
197,73 0.7388 
198.73 0.7309 
198,95 0.7949 


150,200 0,7531 10,13 
206,73 0,7780 
207,07 0.7462 
248.41 0.7451 
248,80 0.7434 
248.95 0.7603 


200,250 0,7546 


ale 
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Korpergewicht , co, Oz Kalorie 
{2 Ratten zusammen) oo? pro kg und pro kg und pro kg und 
g q Stunde Stunde Stunde 


260,65 0,77 2.715 2.561 
261,44 0.7632 2'381 2266 
265,16 0,7459 2.351 
265,17 0.7757 2502 
270.70 0.7294 P 

274,23 0.7737 

284,56 0,7365 

285,08 0,8229 

287,37 0.7987 

296,77 0.8080 


250,300 0,724 


301,37 0,7351 
309,98 0,865 
337,12 0.7447 
354,28 0.7474 
370,70 0,7502 
375,58 0.7845 


300,400 0,7614 





Zur Frage nach dem Mechanismus der Darmsekretion. 


IV. Mitteilung: 
Uber die Einwirkung einiger zurzeit bekannten quaterniren Ammoniumbasen 
des Fleischextraktes auf die Darmsekretion. 


Von 
S. A. Komarow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1925.) 


Vor nicht langer Zeit ist bekanntlich auch eine Reihe von quater- 
naren Ammoniumbasen als Bestandteile des Muskelgewebes beschrieben 
worden, und zwar Cholin, Carnitin, Novain, Oblitin, Carnomuscarin, 
Neurin, Neosin und neuerdings auch Myokinin. In dieser Arbeit, in 
welcher hauptsachlich nach der Existenz einer chemischen Korrelation 
in der Tatigkeit des Muskelgewebes einerseits und der Darmdriisen 
andererseits gesucht wird, sollte, unseres Erachtens, eine besondere 
Aufmerksamkeit dem Carnitin und dem Cholin zugewandt werden. 


Das zuerst von Gulewitsch und Krimberg (1) im Liebigschen Fleisch- 
extrakt entdeckte Carnitin wurde bald darauf von Krimberg (2) auch aus 
den Muskeln des Stieres als deren praformierter Bestandteil isoliert. Auf 
Grund der zuerst von Krimberg ausgefiihrten Versuche ist das Carnitin 
als eine zur Gruppe der Betaine gehérige Base, und zwar als ein Oxy- 
y-Butyrobetain sichergestellt. Zur gleichen Zeit ist von ihm die Vermutung 
ausgesprochen worden, daB die Oxygruppe sich héchstwahrscheinlich in 
der £-Stellung im Carnitinmolekiil befindet (3). Spétere, meist im Labo- 
ratorium von Gulewitsch ausgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, daB 
diese Base in den Muskeln sehr verschiedener héherer Tiere — des Kalbes (4), 
Pferdes (5), Schweines (5) und Hundes') — sowie in den Skelettmuskeln 
des Menschen (6) ganz regelma&Big vorhanden ist. Die in Krimbergs 
Laboratorium (Charkow) angestellten Versuche ergaben deutlich, daB das 
Carnitin alle Zeichen eines wahren Hormons besitzt, weil dasselbe direkt 
ins Blut oder subkutan eingefiihrt eine bedeutende Sekretion des Magen- 
saftes sowie Blutdruckerniedrigung zu bewirken imstande ist (7). Aus 
diesem Grunde ist es klar, daB das Studium des eventuellen Einflusses 
des Carnitins auf die Tatigkeit der Darmdriisen notwendigerweise in dieser 
Arbeit Platz finden muB. 


') S. Komarow, noch nicht publiziert. 
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Obwohl das Cholin auf streng chemischem Wege bis jetzt nur voy 
Kutscher (8) aus einigen Portionen des Liebigschen Fleischextraktes und 
neuerdings auch von Smorodinzew (5) aus einer Schweinefleischportion 
isoliert worden ist, kann doch kaum bezweifelt werden, daB diese Substanz. 
welche man ja in allen darauf untersuchten tierischen Geweben und Fiiissig. 
keiten aufgefunden hat, ebenfalls als ein priformierter Bestandteil des 
Muskelgewebes zu betrachten ist. Diese Base besitzt, wie bereits langst 
bekannt, eine vielseitige physiologische Aktivitit; unter anderem eignet 
ihr auch eine stark ausgeprigte Wirksamkeit in bezug auf die Magen. 
und Pankreassaft-, sowie auf die Gallen- und Speichelsekretion (9). Es 
ist uns jedoch nicht gelungen, in der Literatur irgendwelche Angaben in 
betreff des Verhaltens der Darmsekretion dem Cholin als solchem gegen. 
iiber zu finden, was unser Bestreben, diese Liicke womdéglich auszufiillen, 
als vollstandig berechtigt erscheinen laBt. 

Von Kutscher (10) und seinen Mitarbeitern sind bekanntlic! 
auch noch mehrere andere Substanzen, némlich das Novain, Oblitin, 
Carnomuscarin, Neurin und Neosin aus dem Fleischextrakte _isoliert 
und als dem Cholin verwandte Stoffe beschrieben worden. Nach 
den Untersuchungen von Krimberg hat sich nun erwiesen, daB das 
Novain mit dem von Gulewitsch und Krimberg schon friiher entdeckten 
Carnitin identisch ist (11), und daB das Oblitin als ein bei der Bearbeitung 
des Fleischextraktes sekundir entstandenes Carnitinderivat, und zwar 
als sein Athylester betrachtet werden mu8 (12). Das Carnomuscarin und 
das Neurin sind von Kutscher nur in sehr geringen Mengen und durchaus 
nicht regelmaéBig, eher selten aus einzelnen Portionen des Liebigschen 
Fleischextraktes isoliert worden. Auch das Neosin fehlt ebenfalls haufiy 
im Liebigschen Fleischextrakt, soll jedoch manchmal in frischen Muskeln 
anzutreffen sein (13). In geringen Mengen ist neuerdings im Hunde- und 
Pferdemuskel und auch im Muskelgewebe des Menschen noch das ebenfalls 
in diese Gruppe gehérige Myokinin, welches seiner Konstitution nach 
Ornithinbetain vorstellen soll, gefunden worden [Ackermann (14)]. Von allen 
diesen quaterniren Ammoniumbasen diirften also vielleicht nur das Neosin 
und das Myokinin zu den praformierten Bestandteilen des Muskelgewebes 


hinzugerechnet werden. 


Uber die Einwirkung des Cholins auf die Darmsekretion. 


Eine exaktere experimentelle Untersuchung der physiologischen 
Aktivitét des Cholins stéBt aut einige Schwierigkeiten, welche ihren 
Grund in der chemischen Natur dieses Kérpers haben. Das Cholin, 
nicht nur als freie Base, sondern auch als Chlorid bzw. Bromid, welche 
bei physiologischen Untersuchungen meist angewandt werden, ist 
niamlich eine sehr unbestandige, leicht unter Abspaltung von Trimethy!- 
amin zersetzliche Substanz. Daher ist es schwer, ein einwandfreies. 
zur Einfiihrung in den Organismus geeignetes Praparat ausfindig 2u 
machen. Bekannterweise riechen selbst die von den Fabriken als 
reinste gelieferten Cholinpriparate stets nach Trimethylamin und 
kénnen somit keineswegs als tatsichlich reine Praparate betrachtet 
werden. Es darf jedoch nicht unerwaéhnt bleiben, daB die meisten in 
der zurzeit bereits sehr umfangreichen Literatur mitgeteilten Versuch 
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unter Anwendung derartiger kauflicher Cholinchlorid- und -bromid- 
priparate ausgefiihrt worden sind. In dieser Arbeit legten wir nun ganz 
besonders Gewicht darauf, ein vollstaéndig reines Cholinpraparat fiir 
unsere Experimente zu verwenden. 


Das kiaufliche Cholinchlorid (Merck), welches wir zur Verfiigung hatten 
stellte groBe, gelblichweiBe, ein wenig zerflossene Kristalle mit starkem 
Trimethylamingeruch dar. Zur Reinigung wurde dasselbe in einer méglichst 
geringen Menge absoluten warmen Alkohols gelést und die Lésung mit 
Schwefeléther bis zur Entstehung einer leichten Triibung versetzt. Nach 
zweistiindigem Stehen in einem mit konzentrierter Schwefelsdiure beschickten 
Exsikkator erstarrte die Lésung zu einer kristallinischen Masse. Die Kri- 
stalle wurden scharf abgesaugt, dreimal mit Alkoholather (1: 1) und einmal 
mit Ather gewaschen. Die so erhaltenen schneeweiBen Kristalle wurden 
im ebenfalls mit Schwefelséure beschickten Vakuumexsikkator aufbewahrt. 
Wahrend einer Woche, in deren Verlauf das Priparat zu den betreffenden 
Versuchen benutzt wurde, lieB sich nicht auch der mindeste Trimethyl- 
amingeruch wahrnehmen. Zum Ende der Woche wurde eine Elementar- 
analyse vorgenommen. 

0,1891 g Substanz geben 0,1937 g AgCl. 

C;,H,NOCI Ber.: Cl = 25,39 Proz. 
(139,607) Gef.: Cl = 25,34 ,, 

Nach Ablauf einer weiteren Woche veranderte sich das Praparat 
merklich in der Weise, da®8 ein deutlicher Trimethylamingeruch bereits 
feststellbar war. Deshalb wurde fiir jeden weiteren Versuch dieses Praparat 
einige Tage vor demselben auf gleiche Art und Weise umkristallisiert; so 
daB in dieser Untersuchung niemals mehr als 7 Tage altes Praparat zur 
Verwendung kam. Die zur Einverleibung bestimmten Lésungen wurden 
stets mit frisch umdestilliertem Wasser steril unter Vermeidung jeglicher 
Erwarmung bei Zimmertemperatur unmittelbar vor der Injektion zu- 
bereitet. 

Als Objekt unserer ersten Versuche iiber das Verhalten der Darm- 
sekretion dem Cholin gegeniiber dienten uns die bereits in meinen friiheren 
Mitteilungen (15) beschriebenen Versuchstiere Hund 3 und 4 —, welchen 
also vor 20 bis 30 Monaten je eine Thiry-Vellasche Fistel des oberen Jeju- 
nums angelegt worden war. Die Versuche wurden stets an niichternen 
Tieren angestellt, deren letzte Fiitterung meist zwischen 4 und 5 Uhr 
nachmittags am Vortage erfolgte. 


Es wurden Cholingaben von 30 bis 5mg pro Kilogramm Gewicht 
gepriift. Dabei stellte es sich heraus, daB irgendwelche Steigerung der 
Darmsekretion bei solcher Versuchsanordnung in der Regel nicht zu 
becbachten war. In den Versuchen, wo das Cholin in die Blutbahn 
direkt eingefiihrt wurde, konnten gar keine wahrnehmbaren Ver- 
inderungen im Gange der bei niichternen Tieren normal zu beob- 
achtenden ,,periodischen“ Sekretion festgestellt werden (vgl. Ver- 
suche 5, 6, 7). Die Einfiihrung des Cholins unter die Haut dagegen 
scheint eher eine Hemmung der normalen ,,periodischen** Sekretion 
zu verursachen (vgl. Versuche 1, 3, 4). 

Biochemische Zeitschrift Band 167. 19 





278 S. A. Komarow: 


Nur in einem einzigen Falle dieser Versuchsreihe (Versuch 2) trat eine 
nicht unbetrachtliche Sekretionszunahme auf, welche wir jedoch als eine 
ganz zufallige Erscheinung anzusehen geneigt sind. In dieser Meinung 
bestarkt uns der Umstand, da8 beim Versuch 1, welcher am vorhergehenden 


Versuch 1. 
Hund 3 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 8kg. Letzte Fiitterung 
am vorhergehenden Tage um 7 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis des 
Cholins etwa 33 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
des Darmsaftes Puls Bemerkungen 


ccm 


- Beginn der Beobachtung 

0 

2.6 

0 Injektion: 0,3 g salzsaures Cholin, subkutan 
(10 proz. Lésung) 

0 Beleckt sich 

0 Beleckt sich haufig; Knurren in den Gedarmen 

0,2 Beleckt sich haufig 

0,6 Beleckt sich selten 


&2 


0 
0,2 

0 

- | Beleckt sich nicht mehr 


SSaRSSeSasss KS 


2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
5 
5 
6 


10 
0 


Versuch 2. 
Hund 3 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 8kg. Letzte Fiitterung 
am vorhergehenden Tage um 7 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis des 
Cholins etwa 26 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
des Darmsaftes Pul Bemerkungen 
com 


Beginn der Beobachtung 


- 


- 


eo OF 


- 


Injektion: 0,24 salzsaures Cholin, subkutan 
(3proz. Lésung) 


Cc CONO}F}YO 


aed sich selten 


J 
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cine 

rin Versuch 3. 

lung 

iden Hund 3 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 8kg. Letzte Fiitterung 


am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis des 
Cholins etwa 16,5 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
des Darmsaftes Puls Bemerkungen 


Beg nn der Beobachtung 


2s 


Injektion: 0,15 q salzeaures Cholin, subkutan 
(4,5 proz. Lésung) 


Beleckt sich haufig 


we 


- 


Ss 


+ 


Beleckt sich nicht mehr 


ms 


4 
5 
5 
6 
6 
6 
6 
6 
6 
7 
7 
7 
8 
8 
8 
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| 
| nas sich selten 
| 
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Versuch 4. 
Hund 3 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 8 kg. Letzte Fiitterung 


am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis des 
Cholins etwa 6,6 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
des Darmsaftes Puls Bemerkungen 


com 


_ 
na 


Injektion : 0,06 g salzsaures Cholin, subkutan 
(2proz. Lésung in 0.85 proz. NaCl) 


XNcce 
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Versuch 5. 
Hund 3 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 8 kg. Letzte Fiitte: 
am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte Dosi 


Cholins 19 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
Zeit des Darmsattes Bemerkungen 
ecm 


2h15’ Beginn der Beobachtung 

Oo 

15 

30 

Oo 

15 

25 OF Injektion : 0,17 g salzsaures Cholir, intraver 

2,8 proz. Lagung) 
Dyspnoe ; Tranenfluf 

| 
| 
| Wiederholter Stuhldrang ; haufiges Knurrer 
| Gedarmen; sebr unruhig 
| 
| 


Beleckt sich haufig 


Ruhig 


Versuch 6. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 14 kg. Letzte Fitter 
am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis ce. 


Cholins 4,5 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
Zeit des Darmsaftes Bemerkungen 


com 


12h00' Beginn der Beobachtung 
00 —_ 
15 
3f 
30 ‘ 
45 —— 
00 a) 

ao Injektion : 0,07 @ sal.saures Cholin, intravenos 

Laufe von etwa 30 Sckunden (1 proz. Losung 
in 0.85 proz. NaCl) 
85—110 Dyspnoe ; Speichelfluf 

110 Beleckt sich; Knurren in den Gedarmen 

100 Beleckt sich nicht mehr 

100 

90 

90 

90 

oO 

90 

ow) 


we wm Co Oo bo bo bo 
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Versuch 7. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel). Gewicht 14 kg. Letzte Fiitterung 
am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte Dosis des 


Cholins 9,5 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge 
des Darmsaftes Bemerkungen 
com 


| Beginn der Beobachtung 


5 Injektion : 0,15 @ salzaaures Cholin, intravenés im 
; a Laute von 20 Sekunden (2,5proz. Lésung) 
60—70 Dyspnoe ; Speichelflu8 ; Pulsus durus 

100 Knurren in den Gedarmen ; Pulsus mollis; beleckt 

. sich haufig 

95 Puls von normaler Spannung; beleckt sich nicht 

95 mehr 

+5 

95 


95 


Tage bei Anwendung eimer etwas gréBeren Cholindosis unter sonst ganz 
gleichen Bedingungen vorgenommen wurde, ebenfalls eine der Regel ent- 
sprechende Darmsekretionshemmung festgestellt werden konnte. 

Bei Beurteilung dieser Ergebnisse sind zwei Momente zu be 
obachten. Erstens, daB die Schleimhaut der isolierten Darmschlinge bei 
unseren Versuchstieren als eine normale, vollstandig gesunde angesehen 
werden muB. Hiervon iiberzeugt uns besonders die bei erwahnten 
Hunden wahrend vieler Monate stets mit einer bewunderungswiirdigen 
tegelmaBigkeit sich entfaltende spontane ,,periodische Tatigkeit der 
Driisen des losgetrennten Darmabschnittes. Dafiir spricht auch das 
wahrend derselben Zeit unverandert gebliebene Verhalten der Driisen 
derart sicheren, vielfach gepriiften Sekretionserregern, wie z. B. mecha- 
nischen Reizen, Pilocarpin und dergleichen gegeniiber. Zweitens, dab 
die charakteristische allgemeine Wirkung des Cholins, auf deren nahere 
Schilderung wir untenstehend werden zuriickkommen miissen, in allen 
hier in Betracht gezogenen Versuchen sehr klar zum Vorschein kam. 
Insbesondere sollen als einzelne auffallende Wirkungserscheinungen, die 
hierbei scharf ausgeprigte Salivationssteigerung und die typische 
Wirkung auf den Blutkreislaufapparat hervorgehoben werden. 


Zieht man all dieses in Erwigung, so kénnte man zu der Schlub- 
folgerung gelangen, daB das Cholin in den von uns verwendeten Gaben 
iiberhaupt keine direkte erregende oder gar hemmende Wirkung auf 
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die Darmsekretion ausiibt. In meinen friiheren Mitteilungen (15) jst 
jedoch tiber einen engen Zusammenhang zwischen Magen- und Darm. 
sekretion berichtet worden. Wir konnten namlich nachweisen, dai 
der in den Diinndarm bzw. in das Duodenum hineingelangende saur 
Magensaft unter Umstinden eine deutlich hemmende Wirkung auf 
die Tatigkeit der Driisen des isolierten Darmteiles ausliést; so dag 
z. B. die spontane ,,periodische‘‘ Sekretion in diesem Falle auf mehrere 
Stunden sogar vollstindig aufgehoben wird. Da andererseits in der 
Literatur einige Angaben iiber die Fahigkeit des Cholins eine Magen. 
sekretion zu erregen, vorkommen, so hatten wir bei der Betrachtung 
der oben beschriebenen Versuche mit der Méglichkeit zu rechnen, dai 
in denselben der unter dem EinfluB des einverleibten Cholins sezernierte 
Magensaft vom Duodenum aus die eventuelle primaire Erregung der 
Driisen des isolierten Darmabschnittes sekundir zur Hemmung brachte, 
was als Endresultat keine sichtbare Wirkung auf die Darmsekretion 
oder gar eine Hemmung derselben zur Folge hatte. Besonders leicht 
kénnte dieses eintreten, wenn die in Frage kommende eventuelle er. 
regende Cholinwirkung auf die Darmsekretion noch nicht allzu be- 
deutend gewesen wire. 

Durch weitere Untersuchungen glauben wir die vollstandige Richtig- 
keit obiger Erwaigungen wohl bestatigt zu haben. Es hat sich namlich 
erwiesen, daB das Cholin tatsachlich eine obwohl ziemlich schwache, 
aber immerhin ganz deutliche Wirksamkeit hinsichtlich der Driisen- 
tatigkeit des unter Schonung der mesenterialen Nerven isolierten Darm- 
abschnittes besitzt, und zwar im Sinne einer Sekretionsférderung. 
Dieselbe tritt aber nur dann zutage, wenn ein leichtes und vollstandiges 
HerausflieBen des sich unter der Einwirkung des Cholins ebenfalls 
ausscheidenden Magensaftes durch eine geniigend weite Metallkaniile 
erméglicht worden ist. 

Diese Beziehungen waren besonders in den Versuchen sehr klar 
ausgepragt, welche am Hunde 4 angestellt wurden, dem vorher eine 
18 mm weite Kaniile in den Fundusteil des Magens eingenaht worden war. 

Obwohl wir uns im vorliegenden Aufsatz zur niheren Aufgabe eigentlich 
ein spezielles Studium der Cholineinwirkung auf die Darmsekretion ge- 
stellt hatten, schien es uns doch nicht iiberfliissig zu sein, auch einige andere 
von uns beobachtete Erscheinungen der Cholinwirkung etwas eingehender 
zu schildern; vor allem deshalb, weil unserer festen Uberzeugung nach die 
von uns in den betreffenden Versuchen verwandten Cholinlésungen bis zum 
allerletzten Einverleibungsmoment auBer dem einwandfrei reinen Cholin 
sicher keinen anderen organischen Stoff enthielten, und weil unseres Wissens 
in der Literatur bis jetzt nur wenige unter so peinlicher Beachtung dieses 
Punktes durchgefiihrte Versuche mitgeteilt worden sind. 

Das Wirkungsbild des Cholins tritt aufs deutlichste im Versuch 5 
zutage, wo sein salzsaures Salz in einer Menge von 0,6 g, was 37 mg 
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Versuch &. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An- 


gewandte Dosis des Cholins 37 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge d. 
Darm: 
saftes 


com ccm 


Ausscheidung aus 
der Mayenfistel Bemerkungen 


Beginn der Beobachtung 


95—100 


Schleim 
alkalisch 


95—25—50 = Injektion : 0,6 qsalzeaures Cholin, intra: 
durus venés, im Laufe von etwa 9% Sek 
; (S5proz. Lésung) 
555.5" 50 durus Dyspnoe, Speichelflu8, Schleim- und 
5 58 90 Tranenabsonderung, Erbrechensbe- 
sek: its wegungen, Knurren in d. Gedarmen 
5 00 A\ Schleimhaut > 200 mollis Krampte der gesamten Muskulatur, 
; 03 eauer 150 Atmungsstillstand, konjunktivale 
: ' ‘ » Reflexe tehlen, Puls kaum wahmehm- 
5 10 1o| 
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45 20 | 
00 1.0 
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7 30 
8 30 
8 45 
9 00 


freier Base pro Kilogramm Gewicht entspricht, in die V. jugularis ext. 
waihrend etwa 60 Sekunden injiziert wurde. Ihrer Wirkung nach 
beurteilt, ist diese Gabe gewiB als eine der letalen sehr nahe stehende 
anzusehen, da die Reaktion seitens des Organismus so stiirmisch war, 
daB man um das Leben des Tieres ernstlich besorgt sein muBte. Schon 
10 bis 15 Sekunden nach Beginn der Injektion wurde die Atmung 
sehr tief und haufig, gleichzeitig verlangsamte sich der Puls (bis auf 
zwei Schlage in 5 Sekunden) und nahm stark in seiner Spannung zu; 
nach noch einigen Sekunden zeigten sich Tranen in den Augen, viel 
Speichel aus der Mundhéhle und Schleim in den Nasenléchern. Nach 
Ablauf einer weiteren Minute waren als Zeichen einer Steigerung der 
motorischen Tiatigkeit des Magendarmkanals auch deutlich wahrnehm- 
bares, fortdauerndes Knurren in der Bauchgegend und Abgang von 
Gasen aus dem Rektum zu konstatieren. SchlieBlich, gegen Ende der 
Einspritzung, traten bei sehr starker Beschleunigung des Pulses und 
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Abnahme seiner Fiillung heftige Erbrechensbewegungen (bei leer 
Magen) auf. Nach einigen weiteren Sekunden hangt das Tier plétzlic}, 
bewuBtlos in den Riemen des Gestells, wobei sich tonische Kriamp/f, 
der gesamten willkiirlichen Muskulatur einstellen; gleichzeitig. sistiert 
auch die Atmung in der auBersten Exspirationsphase. Das Herz arbeit« 
kaum wahrnehmbar. Der Puls ist nicht mehr zu fiihlen. Die Kornea| 
reflexe fehlen. In solch extremem Zustande befindet sich das Tier be; 
kiinstlich auszufiihrender Atmung ungefihr 5 bis 6 Minuten. Dany 
erholt es sich auffallend rasch; nach weiteren 3 bis 5 Minuten scheinen 
seine Krafte und sein Wohlbefinden sichtbar vollstandig  zuriick. 
zukehren. Nach dem Verschwinden der akuten Vergiftungssymptom« 
als sich das Tier schon ziemlich beruhigt hatte, waren jedoch noch 
wahrend etwa 11, Stunden eine ganze Reihe von verschiedenen Er. 
scheinungen zu beobachten, nimlich eine sehr betrachtliche Beschleuni- 
gung des Pulses unter Verminderung seiner Spannung, eine anhaltend 
gesteigerte motorische Tatigkeit des Magendarmkanals sowie eine sich 
noch weiter verstirkende Salivation. AuBerdem kam in dieser Zeit 
auch die excitosekretorische Wirkung des Cholins auf andere Ver 
dauungsdriisen zum Vorschein. Bereits nach einer latenten Periode 
von etwa 5 Minuten schieden sich neben dem in groBer Menge aus de1 
Magenfistel herausflieBenden Speichel auch plétzlich mehrere Kubik- 
zentimeter Galle ab; gleichzeitig zeigte die Magenschleimhaut stellen 
weise eine saure Reaktion (positiv auf Kongo) und erschienen erste 
Tropfen des Darmsaftes in den Darmfisteléffnungen. Das Maximum 
sowohl der Darm- als auch der Magensekretion wurde wahrend 15 bis 
20 Minuten nach erfolgter Injektion, als das Tier sich von der akuten 
Vergiftung eben erholt hatte, beobachtet. Im ganzen wurden 7,1 ccm 
Darmsaft und 19 ccm Magensaft (Gesamtaciditat = 40; HCl = 0) aus- 
geschieden. Die Darmsekretion dauerte 90, die Magensekretion 
45 Minuten. Wahrend dieser Zeit konnte man auch eine erhdéhte 
Salivation sowie haufige Bewegungen der in die Haut eingenahten 
Darmteile nebst Knurren in der Bauchtiefe wahrnehmen. 

Weitere, unter Anwendung von geringeren Cholingaben angestellt« 
Versuche haben erwiesen, daB das eben beschriebene Wirkungsbild im 
groBen ganzen fiir das Cholin als typisch anzusehen ist. Einzelne Er- 
scheinungen waren auch hier die gleichen, nur der DosisgréBe gemiils 
nicht so scharf ausgeprigt. Das Cholinchlorid in Gaben 0,36 bis 0,14 ¢ 

= 22,3 bis 8,7 mg-freier Base pro Kilogramm Gewicht, direkt in dic 
Blutbahn eingefiihrt, war namlich imstande, Dyspnoe, charakteristisclc 
Pulsverainderungen (anfangs Verlangsamung bei erhdéhter, spater 
Beschleunigung bei verminderter Spannung), stets ziemlich starke 
Salivation, geringe Magensekretion (10 bis 30 ccm von geringer Aciditat ) 
und fast regelmaBig auch Gallenabsonderung auszulésen. Die Magen- 
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Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). 


Versuch 9. 


Gewicht 14 kg. 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An- 
gewandte Dosis des Cholins 18,6 mg freier Base pro Kilogramm. 
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saftes 
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Ausscheidung aus 
der Magenfistel 
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Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magentfistel). 
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119| normal 
100 ge- 
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Versuch 10. 


Bemerkungen 


Beginn der Beobachtung 


Injektion : 0,3 g 2alzsaures (holin, intra. 
venés, im Laute von etwa 60 Sek 
(4,5proz. Lésung) 

Dyspnoe, Erbrechensbewegungen, 
Muskelzittern, Speichelfluts, Tranen- 
absonder., Knurren in d. Gedarmen 


Beleckt sieh haufig 


Gewicht l4 kg. 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags, An- 
gewandte Dosen des Cholins 11,2 und 22,3 mg freier Base pro Kilogramm. 
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| Dyspnoe. 


Beginn der Beobachtung 


Injektion: 0,18q salzaures Cholin 
intravenos, im Laufe von etwa2 Min 
(7,2 proz. Lésung) 

Erbrechensbewegungen, 

ypeichelfl., Knurren in d. Gedarmen 


Beleckt sich haufig 


Injektion O36q aalzsaures Cholin, 
intravenés, im Laufe von etwa 3 Min 
(7,2 proz. Lésung) 


Dyspnoe, Tranenabsonder., Speichelfl. 
Stuhidrang, Knurren in den Gedarmen 


Beleckt sich zeitweise 
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Versuch 11. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 ky. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. Ap. 


gewandte Dosen des Cholins 14,9 und 11,2 mg freier Base pro Kilogram 
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Gesamtaciditat = 72; HCI 


alkalisch 110 


darmkanalbewegungen wurden ebenfalls merklich gesteigert. Bei 
gréBeren Gaben und insbesondere bei etwas schneller erfolgter Injektion 
traten gewéhnlich Erbrechensbewegungen (bei leerem Magen) auf. 
VermiBt werden bei diesen mittelgroBen Gaben nur die akuten Ver- 
giftungserscheinungen, wie BewuBtlosigkeit, Atmungsstillstand und 
Muskelkrampfe. Was nun aber die Darmsekretion anbelangt, so erzeugte 
bei geéffneter Magenfistel die intravenése Cholinapplikation auch in 
diesen Versuchen eine ziemlich schwache, aber immerhin deutlich 
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Versuch 12. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. An- 
ram . ‘ . . < 
pa, gewandte Dosis des Cholins 12,4 mg freier Base pro Kilogramm. 
—— 





Menge d. 
Darm-s 
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Ausscheidung aus 
der Magenfistel Bemerkungen 
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Versuch 13. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An.- 


gewandte Dosen des Cholins 8,4 und 4,2 mg freier Base pro Kilogramm. 


Bei 
ction 9b30' Beginn der Beobachtung 
auf. & 
Ver- F 9 80 — 85 
un © Schleim 
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lich 5’ 110 durus — Dyspnoe, Speichel- und Trinenflu6 
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Versuch 13 (Fortsetzung). diese) 
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In der Regel entfaltete sich die Darmsekretion einigermaBen parallc! a 
“hi 
den anderen Wirkungserscheinungen, in erster Linie der Speichel- und FP yor, 
Magensekretion und den Magendarmkanalbewegungen. In der Mehrza}i! des 








Mechanismus der Darmsekretion. TV. 289 


dieser Versuche konnte man eine sehr klar ausgepragte latente Periode 
von 4 bis 5 Minuten, welche fiir Darm- sowie Magensekretion giiltig 
war, beobachten. Die Darmsaftabsonderung erfolgte sozusagen stoB- 
weise, wobei die Hauptmenge des Darmsaftes gewéhnlich schon wahrend 
der wenigen ersten Minuten nach Sekretionsbeginn ausgeschieden 
wurde. Die Gesamtmenge des nach Cholineinverleibung (bei einer 
Linge des isolierten Darmabschnittes von 30cm) gewonnenen Darm- 
saftes war bei Gaben von 26 bis 10 mg pro Kilogramm Gewicht intra- 
vendés eine ziemlich geringe (3,6 bis 0,9 ccm). In einigen Versuchen fiel 
die Cholininjektion zwischen die einzelnen Tatigkeitsperioden, etwa 
in die Mitte der Ruhepause (vgl. Versuche 10 und 11); demgemaB 
miissen wir die gesamte hier beobachtete Sekretion als Folge der Cholin- 
einwirkung auf den Sekretionsapparat betrachten. In anderen Fallen 
(vgl. Versuche 9, 12 und 13) dagegen, wo das Cholin sichtbar gegen 
Ende der Ruhepause, unmittelbar vor der falligen Tiatigkeitsperiode 
ins Blut eingefiihrt wurde, schieden sich, bei sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen, bedeutend gréBere Mengen des Darmsaftes ab. Dieses 
erscheint verstandlicherweise als ein Endresultat der kombinierten 
Einwirkung auf den Sekretionsapparat einerseits des einverleibten 
Cholins und andererseits derjenigen endogenen Reize, welche tiberhaupt 
der ,,periodischen“ Tatigkeit der Verdauungsdriisen zugrunde liegen. 
Wollen wir nun auch in diesem letzten Falle die exzitosekretorische 
Cholinwirkung quantitativ auswerten, so diirfte als MaB fiir dieselbe 
die Differenz zwischen der nach Cholineinverleibung erhaltenen Darm- 
saftmenge und einer durchschnittlichen die spontane ,,periodische™ 
Sekretion wahrend einer Tatigkeitsperiode desselben Tages  aus- 
driickenden GréBe dienen. Diese Erwagungen sind auch einigen Ab- 
teilungen der hier gegebenen Tabelle zugrunde gelegt worden, welche 
zu der SchluBfolgerung zu berechtigen scheint, daB die Steigerung der 
Darmsekretion im unter Schonung der Mesenterialnerven isolierten 
Darmteile der GréBe der einverleibten Gabe des Cholins, falls man 
dasselbe intravendés injiziert; annahernd proportional ist. 

Nur ein einziger Versuch ergab eine bedeutende Abweichung von dieser 
GesetzmaBigkeit (vgl. Versuch 8). Hier fiel die nach der intravenédsen 
Injektion von 0,6 g Cholinchlorid erfolgte Darmsekretion, auf eine Ein- 
heit des Cholins (1 g) bezogen, bedeutend starker aus, als in allen anderen 
Versuchen. Da aber gerade in diesem Falle die allgemeine Wirkung recht 
toxisch war, wobei, was insbesondere auffiel, die gesamte willkiirliche 
Muskulatur sich ziemlich lange in tonischen Krampfen befand, kénnte man 
annehmen, daB diese ungewéhnlich starke Darmsekretion in gewissem 
Umfange eine sekundir bewirkte Erscheinung sei. Wie wir weiter unten 
noch sehen werden, besitzen wir in unserem Versuchsmaterial einige Angaben, 
welche dieses unter anderem auch als Folge der gesteigerten Abgabe der 
verschiedenen sekretionserregenden Hormone ins Blut insbesondere seitens 
des Muskelgewebes betrachten lassen. 
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Versuch 14. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 7 Uhr nachmittags. Ap. 


gewandte Dosis des Cholins etwa 5 mg freier Base pro Kilogramm. 
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Ferner suchten wir die GréBe der geringsten noch wirksamen 
Cholingaben zu ermitteln. Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von 
Versuchen angestellt, und zwar nicht nur am eben behandelten Hunde 4 
sondern auch am in analoger Weise operierten, in unserer ersten Mit- 
teilung als Hund 2 beschriebenen Tiere. In allen diesen Experimenten 
ergab sich eine vollkommene Ubereinstimmung. Es sollen daher nur 
wenige von ihnen als Beispiel angefiihrt werden (vgl. Versuche 13, 14 
und 15). Es erweist sich namlich, daB das Cholin sogar in so winzigen 
Dosen, wie 5 bis 2mg pro Kilogramm Gewicht, ins Blut eingefiihrt, 
imstande ist, ein noch wahrnehmbares Wirkungsbild hervorzurufen. 
Schon wahrend der Injektion selbst konnte man auch hier eine Anzah! 
bedeutend tieferer und etwas schneller als gewéhnlich aufeinander 
folgender Inspirationen beobachten. Gleichzeitig trat auch eine deutliche 
Verlangsamung des Pulses unter Steigerung seiner Spannung auf, 
manchmal sogar auch Stillstand der Herztatigkeit fiir einige (5 bis 6) 
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Versuch 15. 
Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An- 
gewandte Dosen des Cholins 5,6, 2,8 und 1,5 mg freier Base pro Kilogramm. 
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Sekunden. Die Atmung kehrt schon nach 30 bis 60 Sekunden zur Norm 
zuriick. Der Puls erfahrt nach der anfainglichen 30 bis 60 Sekunden 
wahrenden Verlangsamung (bis 30 Schlige in der Minute) eine Be- 
schleunigung (bis 120 in der Minute) fiir die Dauer von 2 bis 5 Minuten, 
um danach ebenfalls auf die Norm (80 bis 90 in der Minute) zuriick- 
zugehen. Gegen Ende der Injektion beginnt der Hund, sich haufig zu 
belecken; aus der Magenfistel flieBen gréBere Speichelmengen als 
gewohnlich ab. Nach einer latenten Periode von 5 Minuten zeigt die 
Magenschleimhaut eine saure Reaktion. Bei etwas héheren Cholin- 
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gaben sezernieren sich auch wenige Kubikzentimeter (1 bis 7) Mayen. 
saft von sehr geringer Aciditat (etwa 10) wahrend weiterer 2 bjs 
17 Minuten. 

Die foérdernde Wirkung des Cholins auf die Darmsekretion ist, wi: 
wir festgestellt haben, selbst bei Anwendung toxischer Dosen cin, 
ziemlich schwache. Nichtsdestoweniger gelingt es, eine solche in de; 
Mehrzahl der betreffenden Versuche auch bei intravenés applizierten 
Gaben von nur 2 bis 1!.mg pro Kilogramm Gewicht doch wahr. 
zunehmen. Eine Umrechnung des erzielten Sekretionswertes auf di: 
einverleibte Dosis ergibt auch in diesen Fallen ungefahr dense|ben 
Koeffizienten, wie bei Anwendung gréBerer Cholingaben (vgl. Ta. 
belle IT). 

Tabelle 11. 








2 - o ° @ xt 
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ra ss 2.3 32 Z 252 Es=cve tweeecs Us 
L eS ess é E2$ SCPESS seadss 25 
> ae Ff $e 3 256 226233 ss 2S Es 
- £6 $82 38 € 835 SESSEE Tezsae 282: 
: a¢ << = 4 au &ree&rs Tetuee a 
v a essa Qs . = 20 SsueYte eocaene® 2US~ = 
cv e 4x 2 cs A S2ts 2 asa” ee ys 
'é) c - Y ‘ — Ss an 2=O vs =| 
ms =—o = ~y ee s _ -O >bc 6” 
° ) ¥ 
7. 8 Min Min g com ccm = 
0.08 + 9 10 15 12 03 3.75 
15 0,09 -- 5 1 03 | 3.33 
15 0,045 + 7 7 1,1 1,45 ? ’ 
15 0.03 = 5 l o1 | 0,1 3.33 


Was eigentlich die GréBe der noch auf die Darmsekretion wirkender 
Minimaldosis anbelangt, so schwankt dieselbe innerhalb ziemlich weiter 
Grenzen. So war z. B. in einem Falle sogar eine Gabe von 9 mg pr 
Kilogramm Gewicht noch unwirksam, wahrend in einigen andere: 
schon 2mg bei sonst augenscheinlich gleichen Versuchsbedingunge: 
darmsekretionserregend wirkte. Ziehen wir jedoch die Gesamtheit cle: 
uns vorliegenden experimentellen Materials in Erwagung, so miisse: 
wir im allgemeinen 2 mg freier Base pro Kilogramm Gewicht als 
Schwellendosis annehmen; in dieser Menge vermag namlich das Cholir 
in einer bedeutenden Anzahl von Versuchen, obwohl nur kaum wahr- 
nehmbar, so doch immerhin ganz unzweifelhafte Andeutungen alle: 
typischen, oben schon eingehend geschilderten Wirkungserscheinunge: 
hervorzurufen, darunter auch Erregung der Darmsekretion. 

Nach den Untersuchungen von Guggenheim und Léffler (16) schwankt 
der Cholingehalt des Blutes normalerweise zwischen 0,002 und 0,024 
pro Mille. Fiihrt man nun einem Hunde von 14 kg Gewicht, wie lv 
den in Rede stehenden Versuchen, 0,02 bis 0,03 g Cholin intravends ci 
so macht dieses nur eine VergréBerung des dem Blute eines solche 
Hundes normal eigenen Cholingehaltes etwa um das Zwei- bis Dreifach: 
aus. (Ein Hund von 14 kg Gewicht besitzt etwa 1 kg Blut, welches 
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ixen- also durchschnittlich 0,01 ¢ Cholin enthalten diirfte.) Hieraus ist zu 
- bis ersehen, daB schon die gréBten normalerweise im Blute vorhandenen 


Cholinmengen unter Umstanden eine Darmsekretion auszulésen im- 


» WK stande waren, oder zum mindesten sich den bereits wirksamen 
sens Schwellenmengen stark nahern. 

— Aus allen oben angefthrten Versuchen ist somit die SchluBfolgerung 
aie. zu ziehen, daB dem Cholin innerhalb seiner mannigfaltigen Wirkungen 
F dic im Organismus auch die Fahigkeit eignet, unter gewissen Bedingungen 
Sion die sekretorische Tatigkeit der Darmdriisen zu erregen. 

Ta. Bekanntlich soll zurzeit die Zugehérigkeit des Cholins zur Reihe der 
parasympathisch férdernden Substanzen als anerkannte Tatsache be- 
trachtet werden. Es finden sich jedoch in der Literatur einige Hinweise 

— darauf, daB die physiologischen Wirkungen des Cholins sich nicht nur 


innerhalb dieses Rahmens abspielen. So auBert sich z. B. nach Golowinski (17) 
die Cholinwirkung auf das Herz der Warmbliitigen ,,in Erregung verschie- 
dener sogenannter intrazentraler Zentren — nicht nur der hemmenden, 
sondern auch der verstarkenden und beschleunigenden“. Selbst wenn 
man die Cholinwirkung als auf die Erregung des parasympathischen Nerven- 
systems beschrankt annimmt, ist andererseits die Innervation der Darm- 
driise und speziell die Rolle der verschiedenen Elemente des parasympa- 
thischen Nervensystems als bis jetzt noch durchaus nicht genijigend auf- 





ve gekliart anzusehen. Es miissen hier in dieser Beziehung die Untersuchungen d 
“a von Sawitsch (18) erwahnt werden, nach welchen durch das Vagussystem 
33 wie sekretionserregende, so auch sekretionshemmende Impulse zu den 
Darmdriisen hindurchgeleitet werden kénnen. Es besteht also nur auf 
ide dem Wege direkter Experimente die Méglichkeit, zur Lésung der Frage 
sites nach dem Angriffspunkt des Cholins bei seiner exzitosekretorischen Wirkung 
auf den Darmdriisenapparat beizutragen. 
re 
ta Zu diesem Zwecke priiften wir zunachst, ob das Cholin irgend eine 


— Wirkung auf die sekretorische Tatigkeit der Driisen eines unter Aus- 
es schaltung méglichst aller zu demselben verlaufenden mesenterialen 
Nerven isolierten Darmteiles auszuiiben vermag. 


Sse! 

als Als Untersuchungsobjekt diente uns 
olin & Hund 5. Junge Hiindin von 10 kg Gewicht. Am 11. April 1924 wurde 
ahr. ein etwa 10cm langer und 40 bis 50cm analwiarts von der Plica duodeno- 
il | jejunalis gelegener Darmteil nach Thiry isoliert, indemauchalle zu demselben 
iller Ee 


gehérigen mesenterialen Nerven nach der Methode von Bickel durchtrennt 
ig¢li B wurden. Am 19. Februar 1925 wurde eine 18mm breite Metallkaniile 
; in den Fundusteil des Magens eingenaht. 

nk Die Driisen des derart losgetrennten Darmabschnittes wiesen 
» ’ . . . . . . ce . . ¢ 

U2: F) anfinglich sehr heftige kontinuierliche Sekretion (bis 4,2 ccm pro 


bei Stunde) auf. Wahrend weniger Tage aber nahm dieselbe in ihrer 
cit. I) Intensitat bedeutend ab, so daB zur Zeit, als die in Rede stehenden 
hen F} Versuche vorgenommen wurden, wihrend 12stiindiger Beobachtungs- 
che dauer bei leerem Magen sich nur etwa 1,5 bis 2,0 ccm Darmsaft ab- 
“hes schieden. Hierbei zeigte diese Sekretion einen, wenn auch nicht be- 






: 
: Biochemische Zeitschrift Band 167. 20 
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sonders regularen, so doch im groBen ganzen deutlich genug wahrnehy. 
baren periodischen Charakter. Wahrend jeder einzelnen Tatigkeits. 
periode von je 10 bis 20 Minuten Dauer sezernierten etwa 0,4 bis 0.9. 
am haufigsten 0,6cem Darmsaft. Die einzelnen Sekretionsperioden 
wurden voneinander durch Ruhepausen von 2 bis 4 Stunden getrennt 
DemgemaB erscheinen die Driisen dieses ,,nervenlosen“‘ Darmes einiye; 
inneren, im Organismus selbst periodisch entstehenden Reizen gegen. 
iiber als noch zweifellos erregbar. Was aber ihre Erregbarkeit den 
Cholin gegentiber anbelangt, so zeigen unsere Versuche ganz deutlich 
daB die Ausschaltung der Einfliisse seitens des extraintestinalen Nerven. 
systems eine Anderung des Verhaltens der Darmdriisen zum Cholin 
nach sich zieht. Wenn namlich das Cholin in mittelgroBen, sogar in 
stark toxisch wirkenden Gaben intravenés eingefiihrt wird, weisen die 
Driisen des ,,nervenlosen‘‘ Darmes keine Sekretion auf, und dieses 
sowohl bei geschlossener Magenkaniile als auch in dem Falle, wenn 
der unter dem CholineinfluB sich sezernierende Magensaft bei geéffneter 
Kaniile die Méglichkeit besitzt, ginzlich abzuflieBen. Im _ iibrigen 
zeigte dieser Hund aber das ganz typische Wirkungsbild, welches sonst 
in allen Einzelheiten mit den an anderen Hunden auftretenden und 
bereits ausfiihrlich beschriebenen Erscheinungen vollkommen_ iiber- 
einstimmt. 
Versuch 16. 
Hund 5 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An- 
gewandte Dosis des Cholins etwa 26 mg freier Base pro Kiiogramm. 





> ¢ Ausscheidung aus 
Zeit eaftes der Magenfistel Puls Bemerkungen 
com ccm 
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phn Versuch 17. 

}- 

eits. Hund 5 (,,Nervenlose’ Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
09 Fiitterung am vorhergehenden Tage um 7 Uhr nachmittags. Angewandte 


Dosis des Cholins etwa 12 mg freier Base pro Kilogramm. 





oden 
»nint a 
ive y ay Ausscheidung aus 
Bt Zeit sattes | der Magenfistel Puls Bemerkungen 
een- com ccm 
dem Show’ — Beginn der Beobachtung 
lich ves 4 Schleim 
Vven- 445 0,6 Y “ie: 80—85 
os 5 00 03 alkalisch 
a 6 0 0 
ir in 614-15’ — - 80—35 Injektion: 0,14g salzsaures Cholin, 
intravends, im Laute von 60 Sek 
1 die (2proz. Lésung in 0,4proz. NaCl) 
— 6b15' 0 viel Speichel 110 Dyspnoe, Speichelfluf 
619 0 HCl-+, 80 Knurren in den Gedarmen, Stubldrang 
venn viel Speichel, 
eter : J Galle 
se 6 25 0 viel Speichel, 80 Beleckt sich haufig 
gen Galle 3,0 
onst 6 30 0 10,0) Gesamt- 80 | 
und 6 45 0 10 aciditat— 48, 80 Beleckt sich selten 
7 00 0 Lof HCI = 30 80 { 
ber. 70 COO 80 
7 30 0 Schleim 80 | 
" 45 06 alkalisch 80 we sich nicht mehr 
8 00 0 | 80 
) kg. 
An- Versuch 18. 
n. ' Hund 5 (,,Nervenlose“ Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. Angewandte 
Dosis des Cholins 8,7 mg freier Base pro Kilogramm. 
9h30' — -- Beginn der Beobachtung 
11 00 0 _— 
. 11 15 1,0 — 
‘ ll 45 0 80—85 
12 00 05 | 
1 00 0 | Schleim 
115 0,8 | alkalisch 
intra 1h31-38' 0 85—O0) Injektion : 0,1 9 salzsaures Cholin, intra« 
proz venés, im Laute von etwa 3 Min 
sfu8 139 140 (2,25 proz. Lésung) 
sae 32’ 0 2 ee Dyspnoe, Speichels und TrinenfluS 
us. 138 02 | viel Speichel 110 
teh 1 38 0 HCl +, Galle ca. 2,0 110 Knurren in den Gedirmen| —— 
; - sic 
1 45 0 3,0) (Galle tehlt) 90 |zeitweise 
— 2 00 0 3,0 Ges.» Acid = 26 85 
/ 215 | 0 |gof Ha=e 85 is 
9 « = Knurren in den Gedarmen 
2 30 0,3 ~ . 85 | 
9 , Schleim 
:© 0 alkalisch oS 
300 | o7 |f . 85 
415 0 
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Versuch 19. 


Hund 5 (,,Nervenlose** Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. Angewandte 
Dosis des Cholins 15,6 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge d. 
Darm: 


Zeit sattes Bemerkungen 


ccm 


12h15' i = Beginn der Beobachtung. Magexfiste 
geschlossen 
1 00 0 


115 0,2 
1 45 0 
2 00 03 
2 15 03 
2 30 
2 45 
5 00 

5b06-07' | ? Injektion: 0,189 salzsaures Cholir 

intravends (3proz. Lésung). Dys. 
pnoe, Sperchelflu® 
5b08’ Erbrechensbewegung 
5 ll Knurren in den Gedirmes | Patent 
5 15 | haufig 
5 20 
6 45 
7 00 
8 00 








Versuch 20. 


Hund 5 (,,Nervenlose“ Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. Angewandte 
Dosis des Cholins etwa 4,9 mg freier Base pro Kilogramm. 
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Versuch 21. 
Letzte Hund 5 (,,Nervenlose“* Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
vandte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte 
Dosen des Cholins 15,6, 39 und 47,8 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge d 
Darm- 
Sattes 


Ausscheidung aus | 
der Mayenhstel Bemerkungen 


om ecm 


Beginn der Reobachtung 


Schleimh. sauer | 
;s . 85—90 
} - alkal. | 
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~ bv 
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95 Injektion: 0,18 q salzeaqures Cholin 
af subkutan (7,5proz. Lésung) 
sauer 95 

95 Injektion: 0,459 salzeaures Cholin, 
subkutan (dieselbe Lé.ung) 


90 
Beleckt sich haufig 


? Injektion: 0,659 salzsaures Cholin, 
subkutan (dieselbe Lésung) 
16,0 105 


14,0 100 hai ie sich haufig, Knurren in den 
25.0 100 Gedarmen, zeitweise Stuhigang 
| 15,0 100 | 
6,0) Gesamt- 100 
| 5.0% aciditat = 32 100 
| 5.0 HCl = 20 
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etzte Versuch 22. 


undte Hund 5 (,,Nervenlose*‘ Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. Angewandte 
Dosis des Cholins 20,8 mg freier Base pro Kilogramm. 


10b30' — Beginn der Beobachtung 
ll 15 — 

11 30 

1 00 | 

115 5 (|| Schleimhaut 
200 | alkalisch 

2 15 | 





Injektion: 0,249 salzsaures Cholin, 
subkutan (3proz. Lésung) 
Schleimh. sauer 85 
1,0(Ges.-Acid. = 10) 85 


| Schleimhaut 85 
alkalisch 85 
| ' 80—75 


Einigen Experimenten dieser Versuchsreihe, in welchen wir das Cholin 
unter die Haut einfiihrten, soll in bezug auf das Bild der Allgemeinwirkung 
eine gewisse Sonderstellung zugewiesen werden. Im Gegensatz zu den 
Fallen, wo das Cholin intravenés appliziert wurde, vermochte es bei sub- 
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kutaner Injektion sogar in Gaben von mehr als 1,0 g keine sichtbaren Ver 
anderungen weder der Atmung, noch der Blutzirkulation zu _bewirken- 
das gleiche war in analogen Versuchen auch an anderen Hunden zu beob. 
achten. AjJs einzig deutlich zum Vorschein kommendes Symptom konnte 
eine ziemlich betrachtliche Magensekretion wahrgenommen werden, 2, 
welcher lediglich noch eine schwach angedeutete Salivationsverstark ung 
und eine merklich gegen die Norm gesteigerte Motilitaét des Magendarm. 
kanals traten. Eine Darmsekretion fehlte auch hier. 


An diesem Hunde konnten wir nur einmal eine Sekretionssteigerung 
im ,,nervenlosen“* Darmabschnitt beobachten, und zwar in Versuch 16, 
wo das Cholin in einer Menge von 26 mg pro Kilogramm Gewicht wahrend 
etwa 30 Sekunden in die Vena jugularis ext. injiziert worden war. Diese 
Gabe erwies sich im gegebenen Falle als subletal. Das in Erscheinung 
tretende Wirkungs- oder richtiger Vergiftungsbild war vollkommen dasselbe 
wie in dem oben beschriebenen Versuch 8. Es traten naimlich starke Sto. 
rungen des Blutkreislaufs, Speichelflu8 und erhéhte Trianen- und Schleim. 
absonderung auf. Sehr bald stellten sich auch hier Erbrechensbewegungen 
und unmittelbar nachher Atmungsstillstand und Muskelkrampfe, sowie 
unter Hemmung der Reflexe auch BewuBtlosigkeit ein. Zur Lebensrettung 
des Tieres waren wir genétigt, kiinstliche Atmung einzuleiten. Sobald 
sich nach Ablauf von einigen (5 bis 6) Minuten das Tier erholt hatte, traten 
Magensekretion, Gallenabsonderung, Steigerung der Darmmotilitat und 
auch eine fiir diesen Hund ziemlich bedeutende Darmsekretion auf. Wir 
haben natiirlich keinen Grund, die letztere als Folge der direkten Einwirkung 
des Cholins auf die Driisen des ,,nervenlosen‘‘ Darmteils zu betrachten, 
da alle iibrigen an diesem Hunde angestellten Versuche in dieser Beziehung 
durchweg negative Resultate zeigten. Von irgendwelchen sekundaren 
Einfliissen auf die Driisenzellen seitens des extraintestinalen Nerven 
systems, welches ja auf operativem Wege ausgeschaltet worden war, kann 
ebenfalls keine Rede sein. Daher kommen zwangslaiufig nur hormonale. 
durch Cholineinverleibung sekundar ausgeléste Einwirkungen in Betracht 
Es scheint uns iiber allen Zweifel erhaben, daB hier gerade die aus den 
heftig arbeitenden Muskeln in gesteigerter Menge ins Blut gelangenden 
Hormone eine ausschlagende Rolle spielen miissen. In der Tat kennen wir 
unter den Muskelhormonen solche, die, wie z. B. das Carnosin (15) in unsere: 
friiher mitgeteilten Versuchen, die Driisen des nervenlosen Darmes stark 
zu erregen vermégen. Andererseits ist es ja auch schon experimentel! 
nachgewiesen, da8 das in Tatigkeit versetzte Muskelgewebe einige physio 
logisch wirksame Stoffe in gesteigertem MaBe ins Blut abgibt [Brinkma) 
und Ruiter (19)]. Durch das Mitspielen derartiger Agenzien scheint, wie 
schon angegeben, auch die ungewéhnlich starke Steigerung der Darm 
sekretion, welche wir nach Injektion einer subletalen Dosis am Hunde 4 
beobachten konnten (Versuch 8), bedingt worden zu sein. 


Aus dieser Versuchsreihe ersehen wir also, daB eine direkte Wirkung 
des Cholins auf die Darmsekretion nach Ausschaltung des extra- 
intestinalen Nervensystems nicht mehr feststellbar ist. 


Hierher gehéren gewissermaBen auch unsere Beobachtungen iibe: 
die Wirkung des Cholins bei véllig atropinisierten Tieren (vgl. Ver- 
such 29). Wenn man zuerst eine verhaltnismaBig groBe Dosis Atropin 
(0,5 mg pro Kilogramm Gewicht) subkutan injiziert, und sodann auf 
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der Héhe seiner Wirkung etwa 15mg pro Kilogramm Gewicht 
Cholin intravenés einfiihrt, so kann in diesem Falle keine Absonderung 
von Darmsaft beobachtet werden, wahrend die gleiche Cholingabe 
sonst bei demselben Hunde stets Darmsekretion erregte. Somit hebt 
das Atropin die exzitosekretorische Wirkung des Cholins auf die Darm- 
driisen vollstandig auf. Die Magenschleimhaut zeigte dagegen auch 
hier stellenweise fiir kurze Zeit eine schwach saure Reaktion. Die all- 
gemeine Toxitaét des Cholins wird durch das Atropin bedeutend erhéht. 
Selbst eine Cholingabe von 0,2 ¢ intravendés, welche sonst keine allzu 
starke toxische Wirkung auszulésen vermag, bewirkt in diesem Falle 
bereits sehr bedrohliche Dyspnoe (beinahe Atmungsstillstand), sowie 
starke Stérungen der Blutzirkulation (Verschwinden des Pulses) und 
der Tatigkeit des Zentralnervensystems (Hemmung aller Reflexe), Aus 
der Gesamtheit unserer Versuche ist also zu entnehmen, daB das Wesen 
der férdernden Wirkung des Cholins auf die Darmsekretion allem 
Anschein nach in primarer Erregung des Parasympathicus, und zwar 
derjenigen Elemente desselben, welche nach operativer Durchtrennung 
der Mesenterialnerven physiologisch ganzlich ausgeschaltet werden. 

Neuerdings wurde das Verhalten der Darmsekretion dem Acety]l- 
cholin gegeniiber von Mitsuda (20) untersucht. Er konnte feststellen, 
daB mit fortschreitender Degeneration der intramuralen Nervenelemente 
die Darmsekretion auf Acetylcholin immer weniger, am 28. Tage nach 
der Durchtrennung der mesenterialen Nerven gar nicht mehr anspricht; 
daher nimmt er an, daB der Angriffspunkt des Acetylcholins der Para- 
sympathicus in seinen intramuralen Endigungen ist. 

Es scheint uns sehr méglich, ‘daB das Cholin als solches ebenfalls 
gerade diese Elemente des Parasympathicus zu erregen imstande ist. 
Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, daB im Mechanismus der Cholin- 
wirkung auf die Darmsekretion neben der Erregung der peripheren 
Elemente des Parasympathicus auch eine solche seiner Kerne, ins- 
besondere bei Anwendung etwas gréBerer Dosen von gewisser Be- 
deutung sein kénnte. Diese Vermutung liegt wm so naher, als das Cholin, 
wie in den Untersuchungen von C. Schwarz (21) nachgewiesen, tat- 
sichlich die Eigenschaft besitzt, das Vaguszentrum zu erregen, was 
z. B. die Pankreassekretion in gewissem MaBe beeinfluBt. Nach dem 
Gesagten diirfte jedoch der intimere Mechanismus der erregenden 
Wirkung des Cholins auf die Darmsekretion durch die zurzeit vor- 
liegenden Untersuchungen als noch immer nicht endgiiltig aufgeklart 
betrachtet werden. 

In unseren Versuchen hatten wir die Méglichkeit, auch den EinfluB 
des Cholins auf die Tatigkeit der Magendriisen mit ziemlich groBer 
Genauigkeit zu verfolgen. Wie schon oben erwihnt, léste das Cholin 
in Dosen von 37 bis 2 mg intravenés und von 100 bis 20 mg pro Kilo- 
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gramm Gewicht subkutan ganz regulir eine Magensekretion aus; dic. 
selbe ist aber ihrem Werte nach nicht als eine bedeutende, sondern ehiey 
als eine ganz schwache zu bezeichnen. Von groBem Interesse ist, dag 
die durch Cholin bewirkte Magendriisenleistung von der gleichen Gesetz. 
maBigkeit beherrscht wird, wie die von uns oben fiir die Darmsekret ion 
festgestellte. Verrechnet man namlich die nach Cholininjektion von 
der Magenschleimhaut abgeschiedenen Salzsiuremengen auf die Einheit 
der einverleibten Substanz (= 1 g), so erhalt man bei nicht zu weit aus. 
einander liegenden Dosen meistens — natiirlich im groBen ganzen ye. 
nommen — den gleichen Koeffizienten, wobei in dieser Beziehung dic 
Einverleibungsart ohne irgendwelchen wahrnehmbaren EinfluB zy 
sein scheint (vgl. Tabelle III). Da ferner das Atropin die férdernde 
Wirkung des Cholins auf die Magensekretion praktisch vollkommen 
hemmt, so liegt derselben méglicherweise ebenfalls primaire Erregung 
des Parasympathicus zugrunde. 


Tabelle III. 
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Lange Zeit wollte man bekanntlich dem Cholin keine andere physio- 
logische Bedeutung auBer der eines schadlichen Abfallprodukts des Zellen- 
stoffwechsels zuerkennen. Den Wendepunkt hierin scheinen die inter- 
essanten Befunde von Weiland (22) und insbesondere von Le Heux bedeutet 
zu haben, durch welche die Rolle des Cholins im Mechanismus der Magen- 
darmkanalbewegungen einigermaBen aufgeklirt wurde. Le Heuz (23) ist 
der Ansicht, daB diese Verbindung normalerweise an der Erregung ces 
Plexus myentericus beteiligt und daher als ein Hormon der Darmbewegungen 
zu betrachten ist. Ubrigens sind auch Hinweise darauf zu finden, da 
das Cholin erst in bereits toxischen Gaben die Darmmotilitat steigert. 
In einigen Fallen, ziemlich haufig bei Menschen, soll sogar Herabsetzung 
derselben eintreten (24). Le Heux betont jedoch auch in einer seiner letzten 
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Veréffentlichungen, daB Cholingaben von 4 bis 10 mg intravenés, welche 
gut vertragen werden, bei Katzen eine starke Peristaltik des Magens und 
eine betrichtliche Verstarkung beider Bewegungsarten des Diinndarms 
(Pendelbewegung und Peristaltik) hervorrufen (25). 

Auf Grund unserer Versuche kénnen auch wir bestitigen, daB das 
Cholin unzweifelhaft die Magendarmmotilitét férdert und dies sogar 
in so kleinen Dosen wie einige Milligramm pro Kilogramm Gewicht. 
Daher, und weil es einen nicht zu missenden intravitalen Zellbestandteil 
bildet, muB das Cholin als Hormon der Darmbewegungen anerkannt 
werden. Es ist jedoch nachweisbar, daB schon ganz geringe, noch nicht 
eimmal merklich motilitétsbeschleunigende Gaben desselben auch 
andere Funktionen des Organismus, insbesondere die Tatigkeit aller 
Verdauungsdriisen, beeinflussen. Aus diesem Grunde ist das Cholin, 
vielleicht noch mit gréBerem Recht als ein Sekretionshormon der Ver- 
dauungsdriisen anzusehen. Obwohl seine erregende Wirkung auf die 
Darm- und Magensekretion stark hinter der einiger anderer Hormone, 
z. B. Methylguanidin und Carnosin, zuriickbleibt, unterliegt es doch 
keinem Zweifel, daB auch das Cholin beim physiologischen Erregungs- 
prozeB der Verdauungsdriisen — und zwar méglicherweise als Ladungs- 
hormon des Parasympathicus — teilnimmt. 


Hier wire noch hervorzuheben, daB der Mechanismus sowohl der 
durch Cholin zu erzeugenden als auch der spontanen_,,periodischen“ 
Darmsekretion einige ahnliche Ziige aufweist. Auffallend ist vor allem, 
daB beide durch den Eintritt des sauren Mageninhalts ins Duodenum 
bzw. in den Diinndarm stillgelegt werden. Zieht man zudem noch in 
Erwaigung, daB der Cholingehalt des Blutes innerhalb weiter Grenzen 
im Verhaltnis 1 : 10 schwankt, wobei, wie schon angegeben, die héheren 
physiologischen Werte sich den bereits die Darmsekretion férdernden 
Cholingaben stark nahern, so taucht unwillkiirlich die Frage auf, ob 
nicht irgend ein kausaler Zusammenhang zwischen diesen beiden Er- 
scheinungen — Blutcholinschwankungen und ,,periodische“ Sekretion — 
besteht. Wir neigen zur Annahme, daB gerade im Erregungsproze8 der 
»periodischen Driisentatigkeit‘’ die Konzentrationsschwankungen des 
Blutcholins als eine der Ursachen derselben beteiligt seien. 


Ober die Einwirkung des Carnitins auf die Darmsekretion. 


Die chemischen Eigenschaften des Carnitins legen dem Studium 
seiner physiologischen Wirksamkeit gewisse Schwierigkeiten in den 
Weg, da bis jetzt noch keine zur Einverleibung in den _tierischen 
Organismus geeigneten und gleichzeitig gut kristallisierenden, somit 
leicht zu reinigenden Verbindungen desselben bekannt sind. Die 
Isolierung und Reinigung des Carnitins ist bekanntlich nur in Form 
seiner Verbindungen mit den Salzen einiger Schwermetalle mdglich. 
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Die von uns in dieser Untersuchung verwandten Praparate des Carnitin- 
quecksilberchlorids von der Zusammensetzung C,H,,NO, . 2 HgCl,, welche 
Verbindung fiir das Carnitin als meist charakteristisch erscheint, wurden 
genau nach der Methode von Gulewitsch und Krimberg (26) aus 1 bis 
2 Stunden nach der Schlachtung in Verarbeitung genommenen acht Por- 
tionen Rindfleisch von insgesamt 35 kg Gewicht isoliert. Diejenigen Kristall- 
fraktionen dieser Verbindung, welche einen Schmelzpunkt von 195 bis 205° C 
aufwiesen, wurden mehreremal umkristallisiert. Bei den weiter unten zu 
beschreibenden Versuchen verwandten wir zwei auf diese Weise dargestellte 
Praparate. 

Prdparat 1 etwa 12g. Zur Identifizierung wurde nur der Schmelz. 
punkt bestimmt. Bei schnellerem Erhitzen schmolz die Substanz bei 
204 bis 205°C unter Zersetzung. 

Prdparat 2 — etwa 38g. Schmelzpunkt unter gleichen Bedingungen, 
204 bis 205° C. Fiir die Analyse wurde im Vakuumexsikkator iiber Schwefel.- 
saiure bis zum konstanten Gewicht getrocknete Substanz verwandt. 

0,3789 g Substanz geben 0,2526 g HgS und 0,3111 AgCl. 

C,H,,NO,.2HgCl,. Ber. Hg = 56,92 Proz.; Cl = 20,14 Proz. 
(704,165) Gef. Hg = 57,47 ,, Cl = 20,27 ,, 

Bekanntlich ist das Carnitin eine verhaltnismaBig unbestandige Sub- 
stanz; nicht nur alkalisch, sondern auch neutral reagierende Lésungen 
desselben weisen bereits bei gelindem Erwirmen einen deutlichen Tri- 
methylamingeruch als Zeichen vor sich gehender Zersetzung auf. Es ist 
gerade aus diesem Grunde ziemlich schwierig, eine einwandfreie Methode 
ausfindig zu machen, um, von dem Carnitinquecksilberchlorid ausgehend, 
eine fiir physiologische Experimente geeignete Lésung herzustellen. In 
dieser Arbeit priiften wir drei dazu fiihrende Verfahren. 

Verfahren 1. Eine abgewogene Menge eines der soeben beschriebenen 
Priparate des Carnitinquecksilberchlorids wurde am Vortage des Versuchs 
in einem médglichst geringen Volumen warmen, frisch umdestillierten 
Wassers, wie solches auch stets in allen weiteren Prozeduren verwandt 
wurde, gelést, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, filtriert, mittels Luftdurch- 
leitung vom Schwefelwasserstoff befreit, und das mit Natriumcarbonat 
auf schwach positive Reaktion auf Kongo gebrachte Filtrat auf dem Wasser- 
bade bis zu etwa 5 bis 10 Proz. Carnitingehalt eingeengt. Beim Erwarmen 
von Carnitinlésungen, welche so einen kleinen Uberschu8 an Salzsiure 
enthielten, waren wir niemals imstande, auch nur den geringsten Trimethy]- 
amingeruch wahrzunehmen. Am anderen Tage, unmittelbar vor der In- 
jektion wurde dieser Lésung wieder etwas Natriumcarbonat bis zu ampho- 
terer Reaktion hinzugefiigt, dieselbe nochmals filtriert und mit Waschwasser 
auf einen bestimmten Carnitingehalt gebracht. 

Wie aus dem Vorhergehenden folgt, enthalt eine so zubereitete Lésung 
neben Carnitin auch etwa die gleiche Menge Natriumchlorid. Dessen- 
ungeachtet wurden von uns in einigen Versuchen derartige Lésungen an- 
gewandt. Es schien uns durchaus zweckmaéBig zu sein, auf irgendwelche 
weitere MaBnahmen zur Befreiung vom Natriumchlorid, welche jedenfalls 
die Reinheit des Carnitins in Frage stellen wiirden, zu verzichten und in 
einem Teile unserer Versuche obwohl mit dem Natriumchlorid vermengtes, 
so doch sicherlich unzersetztes Carnitin ins Blut einzufiihren. In anderen 
Versuchen trachteten wir danach, von Natriumchloridbeimengung freie 
Carnitinlésungen herzustellen, wozu uns folgende zwei Verfahren dienten 





ub- 
gen 
rri- 

ist 
ode 
nd, 


In 


nen 
chs 
ten 
ndt 
ch- 
nat 
ser- 
nen 
ure 
iyl- 
In- 
ho- 


ser 


ing 
eh- 
an- 
-he 
alls 

in 


es, 


Mechanismus der Darmsekretion. IV. 303 


Verfahren 2. Die im Ergebnis des Verfahrens | erhaltene Lésung 
wurde mittels Phosphorwolframsaéure ausgefallt; der entstandene Nieder- 
schlag in der Kalte mit Bariumhydroxyd zersetzt; die abfiltrierte Basen- 
lésung vom Barytiiberschu8 quantitativ befreit, mittels Salzsiure bis 
zu schwach saurer Reaktion versetzt und bei 60°C auf dem Wasserbad 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Unmittelbar vor der Injektion wurde 
Natriumcarbonat bis zur amphoteren Reaktion zugefiigt, filtriert und 
mit Waschwasser bis zu bestimmter (5 bis 10proz.) Konzentration auf- 
gefiillt. 

Als zur Herstellung einer fiir unsere Zwecke geniigend zuverlassige. 
von Natriumchlorid praktisch freien Carnitinlésung geeignetste Methode 
betrachten wir die folgende, in einem weiteren Teile unserer Versuche 
benutzte. 

Verfahren 3. Das Carnitinquecksilberchlorid wird mit Hilfe von 
Schwefelwasserstoff zerlegt, filtriert und das Filtrat vom letzteren mittels 
Luftdurchleitung befreit; die so erhaltene, stark saure Fliissigkeit mit 
frisch gefalltem Bleioxyd') bis zu neutraler oder schwach alkalischer Reak- 
tion versetzt; das neue Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt, filtriert 
und die so gewonnene Carnitinchloridlésung, welche nunmehr eine schwach 
saure Reaktion auf Lackmus, aber eine negative bzw. nur kaum angedeutete 
positive auf Kongo zeigt, auf dem Wasserbad bis zu einem Volumen von 
etwa 15 bis 20 ccm eingedampft. Alle diese Operationen wurden am Tage 
vor dem eigentlichen Versuch ausgefiihrt. Bei derartiger Verarbeitung 
konnten wir trotz aller Achtsamkeit niemals einen Trimethylamingeruch 
feststellen. Unmittelbar vor der Injektion fiigt man zu der Carnitinlésung 
noch ein paar Tropfen einer 10proz. Natriumcarbonatlésung bis zum 
Auftreten amphoterer Reaktion hinzu. Dann filtriert man die Fliissigkeit 
nochmals, wobei man mit Waschwasser die Lésung auf den bendétigten 
Carnitingehalt bringt. Es ist zu betonen, daB in allen drei Verfahren jegliches 
Erwarmen auBer bei saurer und vorwiegend ganz schwach positiver Reaktion 
auf Kongo sorgfaltigst vermieden wurde und daher alle Operationen not- 
wendigerweise steril durchgefiihrt werden muBten. 

Die Carnitinwirkung auf die Darmsekretion wurde an denselben drei 
Tieren gepriift, welche bereits aus den oben beschriebenen, dem Studium 
des Cholins gewidmeten Versuchen bekannt sind. 


Das Carnitin zeitigte in allen Fallen ein qualitativ stets gleiches 
Wirkungsbild, unabhaingig davon, auf welche Weise die injizierte 
Carnitinlésung zubereitet worden war. Aufs deutlichste pragt sich 
dasselbe im Versuch 23 aus, in welchem dem Hunde 4 (Thiry-Vellasche 
Darmfistel und einfache Magenfistel) 2,3 g Carnitin (auf freie Base 
umgerechnet) in nach dem Verfahren 3 zubereiteter Lésung in die 
V. jugularis ext. im Laufe einer Minute eingefiihrt wurden. Schon 
wahrend der Injektion traten kurz andauernde Beschleunigung und Ver- 
tiefung der Atmung sowie merkliche Beschleunigung des Pulses unter 
Verminderung seiner Spannung und deutliche Salivationssteigerung 
auf, zu welchen ferner nach etwa 3 Minuten Knurren in der Bauchtiefe 
und Erbrechensbewegungen kamen. Nach einer latenten Periode von 


1) Noch besser erschiene hier natiirlich die Verwendung von Silberoxyd. 
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5 Minuten flossen aus der Magenfistel etwa 2 ccm Galle, und nach noc) 
einigen Sekunden zeigte sich der erste Tropfen sauren Magensaftes. 
Gleichzeitig begann auch die Absonderung von Darmsaft aus dem 
unter Schonung der mesenterialen Nerven isolierten Darmabschnitte. 
Die erregende Wirkung des Carnitins auf die Darmsekretion trat in 
diesem Versuch sehr klar zum Vorschein. Erstens betrug der Zeitraum 
zwischen dem Beginn der nach Carnitineinverleibung erfolgten Darm- 
sekretion und der ihr vorhergegangenen normalen Periode der spontanen 
Darmdriisentatigkeit nur 40 Minuten, wahrend die gewéhnliche Ruhe- 
pause zwischen den einzelnen Tiatigkeitsperioden fiir den gegebenen 
Tag annahernd 120 Minuten wahrte. Zweitens dauerte die durch 
Carnitin ausgeléste Darmsekretion nicht 5 bis 10 Minuten, wie dic 
spontane ,,periodische“, sondern, sehr gleichmaBig in ihrer Intensitat 
abnehmend, beinahe 90 Minuten, wonach die nachste fiallige Welle der 
spontanen Darmdriisentitigkeit einsetzte, welche auf diese Weise von 
der vorhergehenden ebenfalls durch den gewéhnlichen Zeitraum von 
etwa 2 Stunden getrennt war. Ihrem AusmaB nach erwies sich die 
durch Carnitin hervorgerufene Leistung der Darmdriisen als eine sehr 
betriichtliche; es wurden 4,7 ccm Darmsaft gegen 2,0 bis 2,6 ccm bei 


Versuch 23. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An 
gewandte Dosis des Carnitins etwa 164 mg freier Base pro Kilogramm. 
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Versuch 24. 
Hund 4 (Thiry-Veilasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. An- 


gewandte Dosis des Carnitins etwa 97 mg freier Base pro Kilogramm. 
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Versuch 25. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. An- 
gewandte Dosis des Carnitins etwa 90mg freier Base pro Kilogramm. 
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spontaner ,,periodischer“ Sekretion ausgeschieden. Auch die nach 
Carnitineinverleibung erfolgte Magensekretion war nicht unbedeutend; 
wahrend 30 Minuten sezernierten 37 ccm reinen Magensaftes von einer 
Gesamtaciditat = 41. Ebensolange konnte_ gesteigerte Speichel. 
absonderung beobachtet werden. Im ganzen waren die Folgeerschei- 
nungen der Carnitininjektion beinahe 90 Minuten lang wahrzunehmen; 
nur der Puls kehrte schon nach 15 Minuten zur Norm zuriick. Eine 
Dosis von 0,164 g pro Kilogramm Gewicht erwies sich somit nicht nur 
als in vielen Beziehungen wirksam, sondern bereits, wenn auch nur 
schwach toxisch. Weitere unter Anwendung kleinerer Gaben von 
90 bis 60 mg pro Kilogramm Gewicht an zwei mit Thiry-Vellascher 
Darmfistel und einfacher Magenfistel versehenen Hunden angestellte 
Versuche zeigten, daB das soeben geschilderte Wirkungsbild als fiir 
Carnitin typisch anzusehen ist; es wurden auch hier Steigerung der 
Driisentatigkeit im unter Schonung der mesenterialen Nerven los- 
getrennten Darmteile, deutliche Magensekretion, gesteigerte Darm- 
motilitat, sowie Atem- und Pulsbeschleunigung beobachtet, wihrend 
die Erbrechensbewegungen in diesen Fallen ausblieben (vgl. Versuche 24 
bis 27). Beim Betrachten dieser Versuchsreihe fallt es jedoch auf, dai 
die Carnitinwirkung quantitativ nicht immer die gleiche war. So 
scheint bei Hund 4 z. B. bereits eine Carnitingabe von 85 mg pro Kilo- 
gramm Gewicht im allgemeinen kaum, auf die Darmsekretion tiberhaupt 
nicht wirksam zu sein; wahrend am Hund 2 sogar kleinere Dosen, 
wie 80, 70, bis 60mg pro Kilogramm Gewicht noch ganz deutliche 
Darm- und Magensekretion sowie auch alle anderen oben als typisch 
angefiihrten Wirkungserscheinungen hervorriefen. Ahnliches wurde von 
uns friiher auch hinsichtlich der Wirkungsweise einiger anderer Sub- 
stanzen — insbesondere Cholin und Carnosin — beobachtet In dieser 
Beziehung diirfte wohl vieles von der individuellen Konstitution des 
Tieres abhangig sein. Die ausschlaggebende Rolle muB hier, unseres 
Erachtens, der augenblicklichen Héhe des Bluthormonspiegels zu- 
geschrieben werden. Nur von diesem Gesichtspunkt aus ist es ver- 
standlich, daB bei gleichen Bedingungen in den einzelnen Versuchen, 
z. B. die Schwellengaben des Cholins bei intravenéser Applikation 
zwischen 2 uad 9 mg pro Kilogramm Gewicht schwanken. Auf ahnliche 
Weise schwanken auch die minimalen noch wirksamen Carnitingaben. 
Unseren Beobachtungen zufolge liegen dieselben in bezug auf die Darm- 
sekretion bei intravendéser Applikation zwischen 90 und 50mg _ pro 
Kilogramm Gewicht. 

Zuletzt méchten wir auch noch die Resultate einiger Versuche, 
welche zur Ermittlung des Mechanismus der Carnitineinwirkung auf 
die Darmsekretion beitragen kénnten, mitteilen. Die Ausschaltung des 
extraintestinalen Nervensystems zieht, wie aus Versuch 28 ersichtlich, 





Hun 


Futt 


wm me me OO OO GO 
a ow 


a 
25 mt aw we CS aw & de 3S PS OD 


“4 Qouuwnvnej... & & 


die | 
(Ver 
sehr 
eing 
sowe 
hem 
Carr 
moti 
vork 
der 

B 


Mechanismus der Darmsekretion. IV. 309 


das Ausbleiben der erregenden Wirkung des Carnitins auf die Darm- 
sekretion nach sich. In diesem Falle vermochte selbst eine sehr groBe, 
beinahe toxische Carnitingabe von 0,14 g pro Kilogramm Gewicht beim 
Hunde 5 keine Sekretion aus dem ,,nervenlosen“‘ Darmteile hervor- 
zurufen, wahrend alle anderen Wirkungserscheinungen in ganz typischer 
Weise auftraten. 


Versuch 28. 
Hund 5 (,,Nervenlose“ Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 10 kg. Letzte 
Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. Angewandte 


Dosis des Carnitins etwa 140 mg freier Base pro Kilogramm. 





Menge d. Ausschdiduny aus 


Darm 
<a der Magenfistel Bemerkungen 


com 
Beginn der Beobachtung 


Schleim alkalisch 


Injektion: 1,4g Carnitin, intravenés, 
in Laufe von 30 Sek (10proz. 
Lésuny, Praparat 2, Vertahren 1) 
40 Galle Knurren in den Gedarmen 


~ 
— 


12.0 Kourren in den Gedirmen 
3.0} Gesamt- 

20° aciditat 

1,0 = §& 

05) HCl 36 


ooceo 


o 


| Schleim 
| alkalisch Losung 


oo o- 


Injektion: 10,0cem 10proz. Nact 


Sehr interessante Ergebnisse lieferten die Versuche, in welchen 
die Carnitinwirkung an vorher atropinisierten Tieren verfolgt wurde 
(Versuche 29 und 30). Es stellte sich heraus, daB das Atropin, sogar in 
sehr groBen Dosen von mehr als 7 mg pro Kilogramm Gewicht subkutan 
eingefiihrt, nicht imstande war, die erregende Wirkung des Carnitins 
sowohl auf die Darm- als auch auf die Magensekretion vollstandig zu 
hemmen ; dieselbe schien nur geringer auszufallen als nach einer solchen 
Carnitindosis zu erwarten war. Ebenfalls war auch hier die die Darm- 
motilitaét beschleunigende Wirkung des Carnitins feststellbar. Die 
vorhergehende Atropinisierung verursachte ferner eine Umkehrung 
der gewéhnlichen Carnitinwirkung auf den Blutkreislauf; der Puls 
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wurde nicht wie sonst beschleunigt, sondern verlangsamt ; ebenso wurde 
die Pulsfillung nicht herabgesetzt, sondern merklich erhéht. Dj 
gew6hnliche Carnitinwirkung auf die Atmung (Dyspnoe wabhrend 
\% bis 2 Minuten nach Injektion) wurde durch Atropin sichtbarlic) 
nicht verandert. Es erweist sich also, daB das Carnitin hinsichtlich 
des feineren Mechanismus seiner Wirkung auf den Organismus voy 
den Hormonen des Cholintypus in vielem merklich abweicht. 


Versuch 29. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel). Gewicht 14 kg, 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 2 Uhr nachmittags. 
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Versuch 30. 


Hund 4 (Thiry-Vellasche Jejunumfistel, Magenfistel) Gewicht 14 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 2 Uhr nachmittags. 





Menge d. 
Darm- 
sattes 


| Ausscheidung aus 
der Magenhstel Puls Bemerkungen 
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Zusammenfassend, gelangen wir aus unseren Versuchen zu dem 
Schlusse, daB dem Carnitin zweifellos die Fahigkeit eignet, die Tatigkeit 
der Darm-, Magen- und Speicheldriisen, sowie die Darmmotilitét zu 
erregen und ebenfalls den Blutkreislauf und die Atmung zu beeinflussen. 
Da ferner das Carnitin nicht nur als intravitaler Bestandteil des Muskel- 
gewebes, sondern auch im Harn (als Novain) von Kutscher und seinen 
Mitarbeitern nachgewiesen wurde (27) und somit sicherlich auch im 
Blute vorkommt, besitzt es unzweifelhaft die Eigenschaften eines 
Hormons, in dessen Wirkungsbereich auch die Darmsckretion liegt. 
Vergleichen wir jedoch die GréBe der wirksamen Dosen mit dem Eigen- 
gehalt des Organismus an Carnitin, so kénnen wir demselben in den 
im Blute médglicherweise anzutreffenden Konzentrationen in bezug 
auf die Darmsekretion nur eine mitwirkende Rolle zuerkennen. 

Im Muskelgewebe des Hundes sind namlich nach unseren noch 
nicht veréffentlichten Untersuchungen ungefahr 0,3 Prom. Carnitin 
enthalten. In der ganzen Muskulatur eines mittelgroBen Hundes von 


10 kg Gewicht diirfte also etwa — = 1,0g dieser Base vorhanden 


sein. Die minimale, noch exzitosekretorisch auf Darm- und Magen- 

driisen wirkende Dosis von 0,05 g pro Kilogramm Gewicht bzw. = 0,5 g 

fiir einen Hund von 10 kg, macht auf diese Weise etwa die Hilfte des 

gesamten Carnitingehaltes im Organismus aus. In dieser Beziehung 
21* 





312 S. A. Komarow: Mechanismus der Darmsekretion. IV. 


steht also das Carnitin als Funktionerreger der Darmdriisen allerdings 
weit hinter einigen anderen von uns untersuchten Muskelhormonen — 
dem Methylguanidin, Carnosin und Cholin — zuriick. 
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Zur Nephelometrie der Blutlipoide. 


Von 
Gunnar Blix. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 1. November 1925.) 


Besonders durch Kleinmann') ist die Nephelometrie wahrend der 
letzten Jahre zu einer Methode entwickelt worden, welche fiir die 
quantitative Bestimmung einer ganzen Serie von Substanzen sich sehr 
gut bewahrt hat. 

Bei den Versuchen, ein nephelometrisches Verfahren zur Be- 
stimmung von Blutlipoiden anzuwenden, ist man indessen auf ganz 
bestimmte Schwierigkeiten gestoBen. Diese beruhen vor allem darauf, 
daB man es hier nicht mit einer einheitlichen Substanz zu tun hat, 
sondern mit einer Mischung von Substanzen, deren fiir die Nephelo- 
metrie hergestellte Suspensionen sehr verschiedene Eigenschaften 
aufweisen kénnen. Die erste Bedingung fiir eine gemeinsame nephelo- 
metrische Bestimmung mehrerer Substanzen (die in wechselnden 
Mischungsverhaltnissen vorkommen) ist die, daB die Substanzen einen 
identischen nephelometrischen Wert*) (= n. W.) besitzen. Namentlich 
diese Bedingung hat sich in bezug auf die Blutlipside als schwer er- 
fillbar gezeigt. 

Vor einiger Zeit habe ich*) im Zusammenhang mit einer kritischen 
Untersuchung der Bloorschen Methode fiir die Bestimmung der totalen 
Fettsiuremenge des Blutes auch die von Bing und Heckscher*) in dieser 
Zeitschrift publizierte nephelometrische Methode zur Bestimmung des 
»primaren Atherextraktes des Blutes kiirzlich einer Priifung unter- 
worfen. Dabei habe ich unter anderem gefunden, daB die Forderung 


1) Literatur s. H. Kleinmann, Kolloidzeitschr. 36, 168, 1925. 

*) Mit ,,.nephelometrischer Wert** wird in dieser Arbeit der Triibungs- 
grad bezeichnet, der von einer gegebenen Menge einer nach bestimmten 
Vorschriften suspendierten Sukstanz preduziert wird. 

8) @. Bliz, Skand. Arch. f. Fhysiol. 46, 121, 1924. 

*) H.I. Bing und H. Heckscher, diese Zeitschr. 149, 79, 1924. 
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nach identischen n. W. von den zu bestimmenden Substanzen, das sind 
Neutralfette und Cholesterin, nicht erfiillt war. Die Methode schiecp 
auch in vielen anderen Hinsichten unzulinglich durchgearbeitet zy 
sein. Ich habe sie daher als unzuverlissig bezeichnet. 

Neuerdings haben Bing und Heckscher einige ,,erliuternde und 
korrigierende Bemerkungen“‘') iiber ihre Methode veréffentlicht. Ip 
dieser Publikation haben sie mir darin recht gegeben, daB der , primaire 
Atherextrakt“ des Blutes nicht, wie sie gemeint haben, hauptsiichlich 
aus Neutralfett besteht, sondern auBer Neutralfett das freie Cholesteriy 
des Blutes quantitativ enthalt. Daneben teilen sie aber Versuche mit, 
die im Gegensatz zu meinen zu zeigen scheinen, daB 1. der n. W. von 
Neutralfetten und Cholesterin identisch ist und daB 2. eine Veranderung 
des Triibungsgrades der mit den extrahierten Blutlipoiden hergestellten 
Suspensionen innerhalb der fiir die nephelometrische Bestimmung 
angegebenen Zeit nicht zu befiirchten ist. Damit glauben sie meine 
Kritik erledigt und ihre Methode gerechtfertigt zu haben. Auf cine 
Erklarung der Diskrepanz unserer Befunde wird nicht eingegangen. 

Im folgenden soll gezeigt werden, daB die von Bing und Heckscher 
mitgeteilten Versuche keineswegs hinreichend sind, um ihre Methode 
zu rechtfertigen, und gleichzeitig soll die Tatsache illustriert werden, 
daB man bei der Ausarbeitung einer nephelometrischen Methode ohne 


sorgfaltige Durchpriifung aller Faktoren, welche auf die Entwicklung und 
Starke der Triibungen einwirken kénnen, nicht auskommen kann. 


Die Methode von Bing und Heckscher griindet sich auf Atherextraktion 
des luftgetrockneten Blutes, Abkochung des Athers, Auflésung des Riick- 
standes in 99,5proz., warmsom Alkohol, Abkiihlung in kaltem Wasser, 
Fallung der Lipoide mittels gleichfalls abgekiihlter 1 proz. BaCl,-Lésung, 
Umschiitteln und Vergleichung der Triibung mit einem Standard in einem 
von Heckscher konstruierten Nephelomater. Die Vergleichung kann nach 
den Autoren zwischen 15 und 120 Minuten nach der Prdzipitation vor- 
genommen werden. Als Standard wird eine Serie Kaolin-Gelatinesuspensionen 
bekannten Triibungsgrades angewandt. 

In den folgenden Versuchen habe ich dasselbe Vorgehen wie in meiner 
friiheren Kritik benutzt. Die Lipoide wurden in 99,5proz. Alkohol gelost, 
und genau abgemessene Mengen der Lésungen mit der fiinffachen Menge 
der lproz. BaCl,-Lésung nach den Vorschriften von Bing und Heckscher 
gefallt. Die Suspensionen wurden mit einem konstanten Standard in 
einem Kobernephelometer verglichen, 


Bei meiner friiheren Priifung fand ich, daB die Triibungsstarke 
reiner Trioleinsuspensionen wahrend der ersten Stunde nach der Fallung 


kontinuierlich abnahm, und daB eine, obgleich etwas weniger aus- 
gesprochene Abnahme der Triibungsstaérke auch in einer Suspension 


1) H.I. Bing und H. Heckscher, diese Zeitschr. 158, 395, 1925. 
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gieicher Mengen Triolein und Cholesterin auftrat. In Tabelle I sind 
einige weitere Versuche dieser Art dargestellt. 


Tabelle I. 





Suspensionen Zeit nach der 


Fallung Nephelometrische Steigerung 


iolein > ste : : 
Triole Cholesterin Ablesuny 
mg mg Min. Proz. 


15 20.4 
30 22.6 24 
60 25,2 
15 20,1 
30 
60 
15 
30 
60 
15 
30 
60 
15 
-0 
60 
15 
0,75 0,25 30 
60 
15 24.8 
0,50 0,50 30 26.9 19 
60 29.5 
Die in den Tabellen | und II unter .Nephelometrische Ablesung” argegebenen Zahblen sind 
tberall a's Mittelzahl von fiinf unmittelbar nacheinander vorgenommenen Ablesungcn erhalten. 
Der Standard wurde innerhalb der einzelncn Versuche natiirlich konstant gehalten. Von Versuch 
zu Versuch ist er indessen gelegentlich veraindert worden. 


wee nor ter 
ao*>=— =—=—S Ss 
SReomr vec an 


Wie ersichtlich, bestatigen diese Versuche meine friihere Beob- 
achtung iiber die Instabilitét der Trioleinsuspensionen. Zudem sieht 
man, daB die reinen Cholesterinsuspensionen eine gute Stabilitat 
aufweisen. Von den gemischten Suspensionen zeigen diejenigen mit 
75 baw. 50 Proz. Triolein eine nicht unbetrachtliche Instabilitat, wihrend 
die Suspension mit nur 25 Proz. Triolein nur eine unbedeutende Abnahme 
der Triibungsstirke aufweist. 

Diese Versuche lehren daher, daB in den nicht allzu seltenen Fallen, 
wo der Atherextrakt des Blutes relativ groBe Neutralfettmengen im 
Verhaltnis zum Cholesterin enthalt, auf eine Konstanz der Triibung 
innerhalb der fiir den nephelometrischen Vergleich angegebenen Zeit 
nicht gerechnet werden kann. 


Bing und Heckscher haben nun bei der Ausarbeitung der Methode die 
zeitliche Entwicklung der Triibungen reiner Neutralfett- und Cholesterin- 
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suspensionen anscheinend nicht studiert. Dafiir teilen sie aber eine Serie 
von 30 Blutanalysen mit, bei denen die Triibung sowohl 15 als 120 Minuten 
nach der Fallung bestimmt wurde. Hier wurde kein gréferer Untersc)jed 
der Triibungsgrade in den einzelnen Proben bei den genannten Zeitpunkten 
gefunden. Hierzu ist folgendes zu bemerken. In 17 von den 30 Analysen 
wurden normale Werte fiir die Fett-Cholesterinmenge gefunden. Wie 
Bang") gezeigt hat und ich?) spéter habe bestaétigen kénnen, besteht der 
primaire Ather- (Petrolither-) Extrakt des Blutes normalerweise in den 
meisten Fallen nur zu 0 bis 30 Proz. aus Neutralfett, zum gréBten Tei! 
also aus Cholesterin. Da®B in jenen 17 Analysen keine Veranderung der 
Triibung gefunden wurde, erscheint daher an der Hand meiner oben mit- 
geteilten Versuche vdéllig erklirlich. Die 13 iibrigen Analysen der Serie 
weisen nur sehr unbedeutend hypernormale Werte auf, in keinem Falle 
einen so hohen Wert, da® es wahrscheinlich ist, daB mehr als die halhe 
Menge des Extrakts aus Neutralfett bestinde. (Ubrigens zeigen von diesen 
13 Analysen tatsichlich 10 einen geringeren Triibungsgrad in der letzteren 
alsin der ersteren Bestimmung, davon neun 7 bis 15 Proz. geringeren, wahrend 
von den 17 erstgenannten Analysen nur 6 einen verminderten Endwert 
aufweisen, davon nur 3 einen mehr als um 7 Proz. verminderten.) 

Die in Tabelle I zusammengestellten Versuche geben uns noch 
einen wichtigen AufschluB, den namlich, daB ein identischer n. W. ces 
Trioleins und Cholesterins nur zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt 
nach der Fillung existieren kann. Hierauf werde ich unten sogleich 
zuriickkommen. 

Von den Faktoren, von denen es bekannt ist, daB sie auf den 
Triibungsgrad einer Suspension einwirken kénnen, sind die Tem. 
peraturen der zu vermischenden Lésungen nicht zu vernachlissigen. 
Auch dieser Faktor ist indessen von Bing und Heckscher offenbar nicht 
naher studiert worden. Nach den Vorschriften der Autoren sollen dic 
erwarmte alkoholische Lipoidlésung nebst der BaCl,-Lésung vor det 
Vermischung in ,,kaltem, flieBendem Wasser“ abgekiihlt werden. Da in 
unseren Gegenden das Leitungswasser eine Jahreszeitdifferenz von 
etwa 10° aufweisen kann, liegt offenbar die Méglichkeit vor, daB der 
Mangel an genaueren Vorschriften in bezug auf die Temperatur zu 
bedeutenden Fehlern AnlaB geben kann. Die in Tabelle II wieder- 
gegebenen Versuche zeigen, daB dies in der Tat zutrifft. 

Die alkoholischen Lésungen der Lipoide und die BaCl,-Lésung 
wurden in den einzelnen Versuchen auf dieselbe Temperatur gebracht 
und die nephelometrische Bestimmung nach 15 Minuten Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur wie oben ausgefiihrt. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen, daB, waihrend die Triibungs- 
stirke der Trioleinsuspensionen bei den gepriiften Temperaturen 
nicht sichtlich differiert, der EinfluB der Temperatur auf den Triibungs- 


1) J. Bang, Uber Lipimie. 1. Diese Zeitschr. 90, 383, 1918. 
*) G. Blix, Studies on diabetic Lipemia. Diss. Lund, 1925. 
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Tabelle II. 





Suspensionen Temperatur der 


Nephelometrische 
Ablesung 





Lésungen bei der 
Vermischuny 


Tnolein Cholesterin 
mg mg 


8—10° 20.3 
18—20 20,8 
8—10 20,2 
18—20 20.5 
8—10 47,0 
18—20 27,5 
8—10 29.0 
18—20 19,1 
8—10 28,4 
18—20 18,9 
8—10 22,7 
18—20 22,1 
8—10 22.6 
0,9 18—20 170 


grad der Cholesterinsuspensionen ein ganz erheblicher ist. (Bei einer 
noch niedrigeren Temperatur als der in der Tabelle angegebenen wurde 
in einem Falle eine Ausflockung des Cholesterins unmittelbar nach der 
Vermischung beobachtet.) Von den gemischten Suspensionen zeigt die 
mit gleichen Teilen Triolein und Cholesterin keine sichere Differenz 
des Triibungsgrades bei verschiedenen Temperaturen, wahrend die 
mit Cholesterin und Triolein im Verhiltnis 9:1 einen erheblichen 
Unterschied aufweist. Da im Atherextrakt des Blutes Neutralfett 
bisweilen ganz vermiBt wird [Bang'), Blix®)] und unter normalen 
Verhaltnissen jedenfalls den kleineren Teil des Extraktes ausmacht, so 
ist der Temperaturfaktor sicher auch bei den Blutanalysen in Rechnung 
zu ziehen. 

Bei einer Temperatur der Lésungen bei der Vermischung von 15° 
und Bestimmung des Triibungsgrades 30 Minuten nach der Prdzipitation 
ist meiner Erfahrung nach der n. W. des Cholesterins mehr als doppelt 
so groB als der des Trioleins. Kin genauer Vergleich ist wegen des sehr 
bedeutenden Unterschiedes der Farbennuancen der Suspensionen un- 
méglich’), 


1) I. Bang, 1. ¢. 

*) G. Bliz, l.c. 

3) Bei der erheblich wechselnden Zusammensetzung des_ ,,priméren 
Atherextraktes“‘ diirfte die Anwendung eines konstanten Standards (wie 
der Bing und Heckschersche) daher die Genauigkeit der Bestimmung oft 
nicht unwesentlich beeintriachtigen. 
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Da 1. der Triibungsgrad der Trioleinsuspensionen kontinuierlich 
mit der Zeit abnimmt, jener der Cholesterinsuspensionen mindestens 
1 Stunde nach der Fallung konstant bleibt, und 2. mit fallender Tem. 
peratur der Triibungsgrad der letzteren abnimmt, jener der ersteren 
nicht beeinfluBt wird, so nahern sich die n. W. des Cholesterins und 
des Trioleins offenbar mit fallender Temperatur und kiirzerem Stehen- 
lassen der Suspensionen, um bei einem bestimmten Punkt (bzw. Punkten) 
eventuell zusammenzufallen. 

In einigen Versuchsreihen mit Triolein und Cholesterin sowie mit 
Mischungen dieser Substanzen fanden nun Bing und Heckscher durch. 
weg annihernd gleichen Triibungsgrad bei gleichen Konzentrationen 
der Suspensionen (d. h. einen identischen n. W. der betreffenden Sub. 
stanzen). Diese Tatsache macht es nun zu einem gewissen Grade wahr- 
scheinlich, daB ein solcher Punkt, wie eben erwahnt wurde, in der Tat 
existiert und daB die Autoren bei ihren Versuchen mit Triolein und 
Cholesterin relativ konstante Ablesungszeit bzw. Mischungstemperatur 
angewandt haben. Allerdings wird hieriiber nichts berichtet. Fiir die 
Verwendbarkeit der Methode ist die genaue Prdzisierung des genannten 
Punktes eine unabweisbare Bedingung. Ohne sie wird jede Benutzung 
der Methode sicher verlorene Miihe sein. Wegen der Schwerléslichkeit 
des Tripalmitins und Tristearins in kaltem Alkohol bedienten sich 
Bing und Heckscher bei entsprechenden Versuchsreihen mit diesen 
Substanzen einer Vermischungstemperatur von 50 bis 60°. Sie zeigten 
nun, da8 Trioleinsuspensionen bei einer Mischungstemperatur von 50 
bis 60° denselben Triibungsgrad aufweisen, als wenn die Lésungen vor 
der Vermischung in ,,rinnendem Wasser“ abgekiihlt wurden. Daraus 
ziehen sie den SchluB, daB die Temperatur auch fiir den Triibungsgrad 
der Tripalmitin- und Tristearinsuspensionen belanglos ist. Die Nicht- 
berechtigung dieses SchluBsatzes geht aus meinen oben angefiihrten 
Temperaturversuchen hervor. 

Zeit und Temperatur sind aber nur zwei Faktoren, die auf den 
Triibungsgrad einwirken kénnen. Andere von Bing und Heckscher 
anscheinend nicht studierte Faktoren sind z. B. die Einlaufgeschwindig- 
keit der BaCl,-Lésung bei der Prizipitation und die Intensitaét der 
darauf folgenden Umschiittlung. Auf eine experimentelle Priifung 
dieser Faktoren bin ich nicht eingegangen. 

In meiner friiheren Kritik machte ich (ohne Kommentare) die Be- 
merkung, daB das Reproduzieren der Standardserie von Bing und Heckscher 
nach der gegebenen Beschreibung nicht méglich war. Diese Behauptung 
wird von den Autoren kraftig zuriickgewiesen. Ich finde mich daher ver- 
anlaBt, hier den naheren Grund meiner genannten Bemerkung mitzuteilen. 
In ihrer ersten Mitteilung gaben die Autoren an, da8 die Standardserie 


so eingestellt war, daB das Rohr mit dem n. W. = 1,00 0,500 g Kaolin 
auf 1890 ccm Dispersionsmittel enthielt, daB dieses Rohr dieselbe Triibung 
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wie eine Bariumsulfatsuspension, hergestellt aus 2,50 ccm lproz. BaCl,- 
Lésung durch Zusatz von 0,50 ccm n/200 H,SO,, hatte, und weiter, daB 
ein n. W. der Skala von 0,33 einer Menge von 0,136 mg von A. Amygdale, 
Milchfett oder Blutfett entspriache. Ein Reproduzieren des Standards 
war nun deshalb unmdglich, weil einerseits Kaolinpulver eine Handelsware 
ist, hinsichtlich der man nicht sicher sein kann, daB es iiberall denselben 
Dispersitétsgrad besitzt und anderenteils die Herstellung der BaCl,- und 
Fettsuspensionen nicht geniigend prazisiert war. In diesem Zusammenhang 
soll auch hervorgehoben werden, da8 in der ersten Publikation der Autoren 
nichts dariiber berichtet wurde, ob es experimentel! festgestellt war, daB 
der Triibungsgrad der verschiedenen ,,Fett‘‘-suspensionen der Konzen- 
tration der triibenden Substanz proportional war, oder ob der Standard 
gegen reine Fettsuspensionen geeicht werden muBte. (Offenbar war damals 
das Cholesterin in dieser Hinsicht nicht gepriift worden.) 

Aus den in der spiateren Publikation mitgeteilten Versuchsserien 
scheint hervorzugehen, da8 wenigstens fiir die Cholesterin-, Tripalmitin- 
und Tristearinsuspensionen zwischen Triibungsgrad und Konzentration der 
triibenden Substanz einfache Proportionalitat besteht. In bezug auf das 
Triolein bleibt man dagegen etwas unsicher. In der mitgeteilten Serie 
findet man namlich, da8 mit steigender Trioleinkonzentration die durch 
Vergleich mit dem Standard gefundenen Werte mit bzw. + 50, + 33, + 13, 
25, +40, +33, +25, +10, +10, +0, —6, —3, +0, —13 Proz. von 
den verwendeten Mengen abweichen. Dieser deutliche ,,Gang’ kann kaum 
auf Zufalligkeiten beruhen. Dagegen ist es méglich, daB er nicht auf ver- 
schiedener TeilchengréBe bei den verschiedenen Konzentrationen beruht, 
sondern darauf, da8 die Ablesung im Nephelometer mit steigendem 
Zeitabstand von der Prazipitation ausgefiihrt worden ist. Zur Rechtfertigung 
der Methode gehért auch eine Entscheidung dieser Frage. (Wegen der 
kleinen absoluten Mengen in den Fillen der gré8ten prozentuellen Ab- 
weichungen spielt diese Frage in praktischer Hinsicht vielleicht doch keine 
gréBere Rolle.) 

Nach Obenstehendem muB8 der diskutierten Methode offenbar 
fortwahrend eine erhebliche Unsicherheit zugeschrieben werden. An- 
spruch auf wissenschaftliche Exaktheit kann sie erst dann stellen, 
wenn alle Faktoren, die auf den Triibungsgrad einwirken, systematisch 
und sorgfailtig durchgepriift worden sind. 

Eine gemeinsame nephelometrische Bestimmung von so _ ver- 
schiedenen Substanzen wie Neutralfette und Cholesterin erscheint 
schon von vornherein nicht besonders aussichtsvoll. Und wenn sich 
dies auch mit geniigender Sicherheit ausfiihren lassen wiirde, so mu8 
man sich dariiber im klaren sein, daB das, was man bestimmt, eine 
Summe von zwei biologisch keineswegs gleichwertigen Substanzgruppen 
ist, eine Summe, die daher nur unter ganz speziellen Bedingungen von 
bestimmterem Interesse sein kann. Tatsichlich laBt sich ja auch die 
Trennung von Cholesterin und Neutralfett ziemlich bequem durch- 
fiihren (siehe z. B. Bang, Blix, |.c.). Insbesondere scheint mir ein 
nephelometrisches Verfahren zur Mikrobestimmung des freien und 
gebundenen Cholesterins groBe Aussichten zu _ bieten. 
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Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daB bei der Ausarbeitung der nephelometrischen 
Methode von Bing und Heckscher zur Bestimmung des _,,primiren 
Atherextraktes“ des Blutes die verschiedenen Faktoren, die auf den 
Triibungsgrad der Suspensionen einwirken, nicht hinreichend durch. 
geprift worden sind, und daB die genannte Methode daher in ihrer 
jetzigen Form unzuverlissig ist. Es wird darauf hingewiesen, daS 
das nephelometrische Verfahren sich wahrscheinlich viel besser zur 
Bestimmung der einzelnen Blutlipoide als zur gemeinsamen Bestimmung 
von Gruppen der Lipoide oder der Totallipoide des Blutes eignet. 
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Beitriige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 


Nr. 91. 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber den respiratorischen 
Stoffwechsel bei Arbeit in seiner Beziehung zu den Driisen 
mit innerer Sekretion. 


Von 
George M. Curtis. 
Medical Fellow of the National Research Council, Chicago. 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 


(Eingegangen am 3. November 1925.) 


2. Der Arbeitsgaswechsel nach Schilddriisenfiitterung. 


In einer voraufgehenden Arbeit!) hatte ich tiber Untersuchungen 
des Arbeitsgaswechsels an Ratten mit Hilfe des von Asher konstruierten 
Arbeitsapparats fiir Ratten berichtet. In derselben war auch der Plan 
entwickelt, den Gaswechsel bei Arbeit fiir Fragestellungen aus der 
Lehre der inneren Sekretion zu verwerten. Die nachfolgende Arbeit 
berichtet tiber die Wirkung von Fiitterung von Schilddriisenpraparaten 
auf den Gaswechsel bei Muskeltatigkeit. Die Untersuchungen wurden 
an zwei hierfiir besonders geeigneten Ratten ausgefiihrt. Dieselben 
waren 2 Monate lang vor Beginn der Versuche mit einer aus Brot und 
Milch gemischten Diaét genihrt worden und waren gesunde, normale 
Tiere. Sowohl ihr normaler Grundumsatz, sowie ihr Niichternumsatz 
wahrend normaler Arbeit waren vorher bestimmt worden. Die naiheren 
Angaben befinden sich in meiner voraufgehenden Arbeit. 

Die Tiere wurden unter gleichen Bedingungen gehalJten und erhielten 
taglich 35 cg Schilddriisenextrakt von Burroughs, Wellcome & Cie. mit 
Hilfe der Schlundsonde. Die Versuche wurden am fiinften Tage nach 
Einsetzen der Schilddriisenernihrung begonnen. Die Fiitterungstage 
sind in den Protokollen angegeben. 

Diese Art der Ernahrung erwies sich nicht als eine giinstige, wie 
sich in meinen Vorversuchen ergab, wo drei Tiere wahrend der Er- 


1) George M. Curtis, diese Zeitschr. 164, 109, 1925. 
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nahrungsperiode starben und eines bald nach dem Aussetzen der Schild- 
driisenzufuhr. Die Sektion ergab keinen pathologischen Befund. 
Symptomatisch zeigten die Tiere Zeichen von Hyperthyreose infolge 
von zu viel Schilddriisenzufuhr. In spateren Versuchen fand ich, daf 
es ratsamer sei, den Tieren wahrend 3 Tagen 35 cg taglich zu geben und 
dann die Wirkung durch kleinere tagliche Dosen von nur 14 oder nur 
7 cg taglich aufrecht zu erhalten. Es erwies sich auch als vorteilhafter, 
den Extrakt mit angefeuchtetem Brot verrieben zu reichen. Er wird 
auf diese Weise leichter eingenommen. Die langsamere Aufnahme und 
die Vermeidung der Schlundsonde schien auch eher giinstiger zu sein. 

Es wurde der Gaswechsel sowohl waihrend der Ruhe wie auch 
waihrend der Arbeit im Verlauf der Periode der Schilddriisenfiitterung 
bestimmt. Die bekannte Wirkung der Schilddriisenfiitterung auf die 
Erhéhung des Grundumsatzes lieB sich beobachten. Die Kohlensiure- 
bildung der beiden Tiere vermehrte sich um 36,7 Proz., der Sauerstoff- 
verbrauch erhéhte sich um 36,9 Proz. Der respiratorische Quotient 
blieb praktisch derselbe wie in der Zeit der Ermittlung des normalen 
Grundumsatzes. Beide Tiere verloren wahrend der Schilddriisenzufuhr 
an Kérpergewicht. 

Der durchschnittliche Gewichtsverlust pro Stunde und die Wasser- 
menge, die bei beiden Tieren pro Stunde gebildet und gesammelt wurde, 
waren gr6Ber als in der Periode der Bestimmungen des entsprechenden 
Grundumsatzes in der Normalperiode. Was die Bedeutung der Konden- 
sation des Wassers in dem Apparat betrifft, so habe ich in meiner 
voraufgehenden Arbeit die erforderlichen Angaben iiber deren Be- 
deutung und Einschatzung gemacht. 

Die Bestimmungen des Umsatzes wahrend der Arbcitsperiode 
wurden in ahnlicher Weise angestellt, wie in meiner friiheren Arbeit. 
Die Ratte wurde gezwungen, wahrend einer Stunde etwa 1 km Weg 
in der rotierenden Trommel zuriickzulegen. Die Ergebnisse meiner 
Untersuchungen finden sich in der nachfolgenden Ubersichtstabelle, 
welche die Durchschnittswerte aus allen Versuchsreihen enthalt, die 
Einzelprotokolle bringe ich als Anhang am Schlusse meiner Arbeit. 

Die wiahrend der Periode der Schilddriisenzufuhr ausgefiihrte 
Muskelarbeit fiihrt zu einer stark ausgesprochenen Erhéhung des Gas- 
wechsels. Diese Erhéhung ist sogar gréBer als die Steigerung, welche 
sich dadurch ergibt, daB man die Erhéhung des Gaswechsels wahrend 
der normalen Arbeit mit derjenigen addiert, welche durch Schilddriisen- 
fiitterung allein eintritt. Die Werte tiberschiissiger Kohlensiure wurden 
auf folgende Weise errechnet. Von der wahrend der Arbeit unter dem 
EinfluB der Schilddriisenfiitterung gebildeten Menge zog ich die Werte 
fiir den normalen Grundumsatz, des Grundumsatzes wahrend der 
Schilddriisenfiitterung und denjenigen, der wahrend der normalen 
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Ubersichtstabelle. 
Ratten A und B. 
Arbeitsstoffwechsel nach Schilddriisenfiitterung. Brot- und Milchdiat. 





ro kg 
Stunde 
quotient 
Grundumsatz 
Grundu.nsatz 
umsatz (4) 


»» 


Versuchsreine 
Durchschnitts¢ 
gewicht 

p 

Respirations- 

C Og UberschuB 
ner normaien 
Og-UberschuB 
ber normalen 


CC 
un 
oder Sch Iddriisen- 


Bezeichnung der 
Oy, pro kg und 
Stunde 
Zahl der Versuche 
C Oy-UberschuB pro 
ky. pro km uwd Std. 
uber normalen (3) 
futterungs-Grund- 
Og-UberschuB uber 
das gleiche 


Ratte A. 
222.62 | 2514 | 2498 = 0,731 6 
260,10 3,371 3,346 © 0,732 3 
260,85 3,899 3,578 | 0,790 ll 
263.20 5.409 5.001 | 0.786, 5 
Ratte B. 
|| 210,63 | 2.317 | 2,294 | 0,734 6 |>— —- - 
193,60 | 3228 3.210 | 0730) 5 | 393) 399 i 
| 243,10 | 4,036 | 3,765 | 0,779 6 74.2) 641 1816 
20485 | 6215 | 5877 | 0.767) 6 | 1606/1560) 2/987 


33,9 ie 
43.2 1,470 
997 2.149 


- 


ao» 
o=—=— 


— Ito 


. Normale Ruhegrundumsatze. 

. Ruhegrundumsatze nach Schilddriisenfiitterung. 

. Normale Arbeitsbestimmungen im Grundumsatz. y 

. Arbeitsbestimmungen nach Schildriisenfiitterung, Grundumsatz. 


Arbeit gefunden wurde, ab. Bei den beiden Tieren erhéhte sich die 
iiberschiissig gebildete Kohlensiuremenge um 137,9 Proz. tiber den 
normalen Grundumsatzwert, um 76,6 Proz. itiber den Grundumsatz 
wahrend Schilddriisenfiitterung und um 46,9 Proz. iiber den bei normaler 
Arbeit gefundenen Wert. 

Auf abnliche Weise wurde der iiberschiissige Wert des Sauerstoff- 
verbrauchs bestimmt. Er war bei den beiden Tieren 132,9 Proz. gréBer 
als der normale Grundumsatzwert, 65,5 Proz. gréBer als der Grundum- 
satzwert in der Periode der Schilddriisenfiitterung und 48,1 Proz. 
gréBer als der Betrag wahrend der Arbeit im Normalzustande. 

Ich habe den Versuch gemacht, die erhaltenen Versuchsresultate auf 
einer einheitlichen Grundlage zu berechnen, indem ich die iiberschiissig 
gebildete Kohlensiuremenge und die iiberschiissig verbrauchte Sauer- 
stoffmenge pro Kilo, pro Kilometer und pro Stunde als UberschuB tiber 
den Ruhegrundsatz wahrend der Periode der Schilddriisenfiitterung 
ermittelte. Es ergab sich auf diese Weise, daB die wihrend der Arbeit 
in der Periode der Schilddriisenfiitterung tiberschiissig gebildete Kohlen- 
siuremenge um 55,4 Proz. gré®er war als der entsprechende UberschuB 
wahrend der Arbeit im normalen Zustande. Unter den zuerst genannten 
Bedingungen war der iiberschiissig verbrauchte Sauerstoff um 65,1 Proz. 
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gréBer als wihrend der Arbeit im normalen Zustande, und zwar bej 
beiden Tieren. 

Der respiratorische Quotient wahrend der Arbeit in der Periode 
der Schilddriisenzufuhr ist etwas geringer als derjenige wahrend der 
Arbeit im Normalzustande. Dementsprechend ist der Sauerstoff. 
brauch wihrend der Arbeit in der Periode der Schilddriisenfiitterung 
betriichtlich gesteigert. Es ist jedoch der respiratorische Quotient 
héher als im Ruheumsatz, eine Tatsache, die auf eine gesteigerte Kohle- 
hydratverbrennung wahrend der Arbeitsperiode hinweist. 

Eine andauernde Schilddriisenfiitterung lieB die Arbeit der Tiere 
unregelmaBiger werden. Sie waren in ihrem Bestreben, das gleich- 
maBige, kontinuierliche Laufen zu umgehen, viel beharrlicher, und sie 
liefen auch manchma!l viel rascher als es notwendig war. Die Experimente 
wurden bei Ratte B 3 Wochen lang fortgesetzt. Es erweckt den An. 
schein, daB die Tiere auf die Wirkung der Arbeit viel lebhafter reagierten, 
sobald der Schilddriisenextrakt seinen kumulierenden Effekt entfaltet. 
Nur in einem Falle, im ersten Experiment an Ratte B am fiinften Tage 
der Fiitterung, war der Gaswechsel geringer als bei der Arbeit im Normal- 
zustande, In allen anderen Fallen tibertraf die Erhéhung diejenige der 
Normalperiode. 

Das Ergebnis meiner Versuche zeigt, daB die Wirksamkeit des 
Schilddriisenextrakts nicht blo8 im Grundumsatz, sondern auch im 
Gaswechsel waihrend der Arbeit sich zeigt. Dies spricht dafiir, daB der 
Arbeitsgaswechsel gleichfalls ein Kriterium fiir den verinderten Zu- 
stand eines Tieres infolge der Zufuhr von Schilddriisen abgibt. Wenn 
wir den Zustand, in den die Ratten durch Schilddriisenfiitterung ge- 
raten, als Hyperthyreose bezeichnen, so besagen die von mir gefundenen 
Tatsachen, daB ein hyperthyreotisches Tier die gleiche Arbeit weniger 
ékonomisch ausfiihrt als ein normales Tier, denn sein Gaswechsel ist 
erheblich gesteigert. Zu betonen ist dabei, daB die Steigerung weit 
diejenige tibertrifft, welche die Schilddrisenfiitterung am Ruhegrund- 
uwmsatz herbeifiihrt. Man kann in den Ergebnissen meiner Versuche 
auch einen neuen Beweis fiir den erhéhten Sauerstoffbedarf hyper- 
thyreotischer Tiere sehen, der ja schon mit anderen Methoden mit 
Sicherheit erbracht worden ist. Es scheint aber mit Riicksicht darauf, 
daB die Beziehungen zwischen Gaswechsel und einer gemessenen Arbeit 
untersucht wurden, richtiger zu sein, mehr Nachdruck darauf zu 
legen, daB diese Arbeit unter dem Einflu8 der Schilddriisenzufuhr 
undkonomischer ausgefiihrt wird. 

Meine Versuchsergebnisse am Tiere stehen in Ubereinstimmung 
mit den interessanten Ergebnissen, welche Boothby und Sandiford') 


1) W. M. Boothby und J. Sandiford, Journ. Amer. M. Ass. 81, 795, 1923. 
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bei ihren Untersuchungen des Arbeitsgaswechsels an Patienten, welche 
an hyperthyreotischen Erkrankungen litten, gewonnen haben. Ein 
KrankheitsprozeB am Menschen ist komplexerer Natur als die Versuchs- 
anordnung, welche an sonst normalen Tieren durchgefiihrt werden kann. 
Insofern erscheinen die vorstehend mitgeteilten Versuchsergebnisse 
als aufklarende Stiitzen der klinischen Befunde nicht ohne Bedeutung 
zu sein. 


ZusammengefaBt, sind die Resultate meiner Arbeit die nach- 
folgenden : 

1. Es wurde der Gaswechsel von Ratten wahrend der Arbeit in 
einer Periode, wo sie unter dem EinfluB von Schilddriisenfiitterung 
standen, untersucht. 

2. Unter den genannten Bedingungen vermehrt sich bei Lauf- 
arbeit im Betrage von durchschnittlich 1 km in der Stunde der Gas- 
wechsel um mehr als 50 Proz. iiber denjenigen wihrend der Arbeit in 
einem normalen Zustande. 

3. Die Kohlehydratverbrennung ist unter den genannten Be- 
dingungen eher gesteigert. 

4. Die reichliche Zufuhr von Schilddriise hat zur Folge, daB die 
Arbeit weniger Skonomisch als im normalen Zustande geleistet wird. 


Tabelle I. 
Ratte A. 1. Grundumsatz. Brot- und Milchdiat nach Schilddriisenfiitterung. 





Tage der Gewicht Gewichts- 








Ahi : Gebildete CO Ou 
Datum — der “sa on Wenser s Bildung Vesbonech 
16, I. 6 2820 | 1,140 1,090 3,375 3,325 
20. I. 10 257,2 | 1,490 1,550 3,400 3,460 
22. I. 12 2412 | 1,380 1,300 3,270 3,190 
Fortsetzung. 
et € m —oc 
co, O, a. = Uber. 53% Uber. Respira- Dauer 
pro kg pro kg a<6 s schuB Zz g schuf tions der Tempo 
und und g:.7 co 22e% u ’ 
Gente | Seende 5233 der 2 § ES 5 des Op quotient Versuche "*tUr 
~oERY Proz. => dee Proz. 
3.419 | 3,368 | 0,905 360 0870 348 | 0,737 35 18,0° 
3,305 | 3363 0,791 | 315 0865 346 | O71 40 17,8 
3,389 | 3306 0875 | 348 0808 324 | 0,745 490 17,6 


Durchschnitt: 
3,371 3,346 0,857 34.1 0.848 33.9 0.732 
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Tabelle II. 


Ratte A. 2. Arbeitsstoffwechsel. Grundumsatz nach Schilddriisenfiitterung. 





Gebil- 


CO, Oz pro Respira- Dauer 














bf -2 Ge. 
sugs G icht ich COg Ov-Ver- 

Datum = 35 | “ewe pn on detes ’ ¥ pro kg kg und | tions» “ "S™ 
" 232 Vv . ‘ d | chs 
S255 Wasser Sidung | Guach Stunde Stunde quotient = : 

sz 2 z Stunden 

15. I. 5 290,7 0,510 0,410 1480 1380 5,091 4,747 0,779 ] 

17.1. 7 2746 0,670 0,560 1.420 1310 5,171 | 4.771 0,787, } 

19.1.| 9 265.1 0.480 | 0,360 1,490 | 1370 5,621 5,168 0.790 } 

21. I. ll 2493 0,580 | 0.475 1,370 1,265 5,495 | 5,074 | 0,787 l 

23. I. 13 236.4 0,530 0,430/ 1,340 1,240 5,668 5,245 0,785 ] 

Durchschnitt: 5,409 | 5,001 | 0,786 ] 
Fortsetzung. 
= gS 2356 1 Me ict § 2:2 =. 23. 
5 ed Ieee Ad ed ed 
~» |@es | 83 S35 aES Sse s &.§ €& Ss S54: 

2 2:2 223 2°32 422 2:2 442: aii 323 .°25/ 3:7: 

F S.E 2.2 S252 E38 855 fuy<2 3s $~2 Zen $525 

2 862 Sud $525 $32 G22 S528 S83 eud 2292 25-3 

6 258 54. $35 | Sa= | $55 |So8" #35 32-582) 2328 

e | B38 | Bas 2ES= 38 Suk SH” | Bus | See (2359/9225 
53° (See ldee |S) | 3B</S5° (28°) 359 G5 eae 
rs at et | oO 62 ad ag o°-6 xe £05 
PF Proz. |O 75 Proz. | O§ Proz. O§ Proz. YF “) Proz 

18,4 2577 1025 1,720 51,0 1,192 | 30,6 2249 90,0 1401 419 

178| 2.657 105.7 1800 | 534 | 1.282 328 2273) 909 1425) 426 

18.0| 3,107 1236 2250 668 | 1.732) 444 2670/1069 1822 545 

19,0| 2,981 118.6 | 2124 | 63,0 | 1,606) 40,3 2576 | 1008 1,728 51.6 

184 3.154 1255 2.297 | 68,1 | 1.779 45,6 2747/1100 11899 568 

Durchschnitt: ; 

— | 2895 115,2 | 2,096 | 60,5 | 1,518 38,9 2509) 99,7 | 1,655) 495 

Fortsetzung. 

ese | Ban lds Sv ion bee 2 

3 = 233 =-e~ ¢« A cs sss sin " _ 

a4 | 525/23: Hibisig: Gils 3 

33/253 | 682 522 S22 334242 szsicz § 
975/453 aie pie He Bhs: o33 222) $2 0 Ata 
922 / Sut 523 2:3 S33 S0E8 ef use| 56 & 

a< | 2a< | 485 S32 wei 595 E<< sto GE Arbeit 

S65 202 | £OS F5< SEF 2°" Ses Steli g 2 

Que »& 3 nee 5 $25 4-3 Ses 222) 8 3 

8° O83 5° as (28 gee | HM - 

OS | Proz. oO» Proz. ib \O& Proz. m 

‘Sad Ba | 

1,169 | 32,6 | 1,792 21,9 0,322 1,460 | 27,4 | 0,314 1535 959,6  Unregelmisix 

1,193 | 33,3 | 1,901 293 0,431, 1,505 | 31/3 | 0,359 | 1515. 947,1 ‘ 

1'590 | 44:4 | 2'439 | 65.9 0.969 1.930 | 68,4 | 0.784 1510 | 944.0 * 

1,496 | 41,8 | 2.206 | 50,1 0,736 1/795 | 56,6 | 0,649 | 1540 962.8 Regeimasi, 

1667 46,6 | 2409 63.9 0,939 11992 73/8 | 0,846 | 1525 953.4 Unregeimasi 

Durchschnitt : 
1,423 | 39,8 | 2,149 46.2 0,679) 1,736 | 51,5 0,590 | 1525 | 953.4 Unregelmatiiy 





Da 


20 
23 
28 
29 


CO, pro kg und | 


Datu 





drisentutterung 


Respiratorischer Stoffwechsel usw. 


Tabelle III. 


Ratte B. Stoffwechselversuche. 
2. Grundumsatz. Brot- und Milchdiét nach Schilddriisenfiitterung. 





Tage der Gewicht Gewichts- : 
Schilddrisen- der Ratte verlust Gebildetes CO» |. Ox 
tutterung 8 g H,O0 Bildung | Verbrauch 


10 216,29 1,745 1,745 2.510 2.510 
13 190,60 1,680 1,650 2,100 2.070 
18 193,45 2.855 2,800 3,670 3,615 
19 183,42 2.150 2.105 2.750 2.705 
20 190,49 2,260 2.325 3,420 3,485 


Fortsetzung. 





Oberschiissi 
COz, iiber den 
umsatz 
Oz-UberschuB 
uber den nor- 
malen Grund- 
umsatz 

quotient 


co ro kg und 
. Sunde 
Og pro kg und 
Stunde 
Grundumsatz 
pro kg und Stunde 
Oberschiissiges Oy 
uber den normalen 
Grundumsatz 
pro kg und Stunde 
Respirations- 
Versuchsdauer 
Temperatur 


normalen Grund: 
3 
3 
§ 


Uberschiissige CO, 
liber den normalen 


a 


S 
— 
a 
S 
- 
w 
— 
— 
te 
+ 
»> 
a 


$3 


1326 57,8 
0,845 0821 358 
0682 294 0656 286 

| 0675 291 0,755 329 


SB 3 
on 


Durchschnitt: 
0,911 39,3 0,916 | 39,9 


Tabelle IV. 
. Ratte B. Stoffwechselversuche. 
2. Arbeitsstoffwechsel. Grundumsatz nach Schilddriisenfiitterung. 





# Gewicht) Ges  Gebil- | Gebile Vere CO, O, | Respi- | Ver- 
2 der wichts- . suchs- 
s detes | detes brauchs pro kg pro kg rations: Gauer 
3 


Ratte —_verlust | 
Wasser) CO, ter O, u. Std. u. Std. quotient 
} 


é 
3 
52 
vw 


& & | Stunden 


15.1. 5 | 242,50 037 0,345 1,095 1,070 4,515 4,412 0,743 1 
19.7. 9 221,10) 0,53 0,440 1,345 1,255 6,083 5,676 0,779 1 
22.1. 12 209,51 0,49 0,430 1,305 1,245 6,229 5,943 0,761 | 
24.1. 14 196,50 0,38 0,290 1,225 1,135 6,234 5,776 0,784 1 
28.1. 18 188,64 0,66 0,610 1,320 1,240 6,998 6573 0,773 1 
31.1. 21  170,72| 057 0,510 1,235 1,175 | 7,234 6,883 0,764 1 

Durchschnitt: | 6,215 | 5,877 | 0,767. — 
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-- 
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Uber die Beziehungen des Blutkochsalzspiegels zur Diurese. 
Von 
Adolf Hartwich (Halle a. d. 8.). 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 


z 


(Eingegangen am 3. November 1925.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


I. Experimenteller Teil. 


Curtis hat unter Asher die unter dem EinfluB der spezifischen 
Diuretica bei der Diurese auftretenden Vorgange studiert und gefunden, 
daB das erste, was nach Injektion des Diureticums Euphyllin beim 
Kaninchen geschieht, ein rapider Chloranstieg im Blute ist. Er schlieBt 
hieraus, da8 die Wirkung der spezifischen Diuretica im wesentlichen 
dadurch zustande kommt, daB zwischen Gewebe und Blut eine Anderung, 
speziell eine rasche Verinderung im Chlorgehalt des Blutes eintritt. 
Curtis vermiBte in den Fillen, in denen auf Euphyllininjektion die 
Diurese ausblieb, auch den Chloranstieg im Blute. Daher vermutete 
er einen urséchlichen Zusammenhang zwischen dem Chloranstieg im 
Blute und der Diurese. Durch eine groBe Reihe von Versuchen bewies 
er dann, daB bei Ablenkung der Blutchloride durch intraperitoneale 
Injektion von leichthypotonischer oder isotonischer Rohrzuckerlésung 
die Diurese auf Euphyllininjektion wesentlich kleiner war. Die ,,Rest- 
diurese“, d. h. die iiber die Norm noch iibrigbleibende Diurese in diesen 
Fallen konnte er auf den Eintritt von Zucker in die Blutbahn zuriick- 
fiihren. 

Die Weiterfiihrung der sich an diese Befunde anschlieBenden 
Probleme veranlaBte mich zu einer Reihe von Versuchen, die im folgenden 
mitgeteilt werden sollen. 

Einer ersten Versuchsreihe wurde die Uberlegung zugrunde gelegt, 
ob auch ohne Diureticum eine Diurese zustande kommt, wenn es gelingt, 
einen Anstieg der Blutchloride herbeizufiihren. (Ist es nimlich nur 
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das Chlor, das die Diurese bedingt, so wire zu erwarten, daB allein 
sein Anstieg schon Diurese herbeifiihrt.) Es wurde versucht, durc}) 
intraperitoneale Infusion von 100ccm hypertonischer NaCl-Lésuny 
(1,5 proz.) einen Anstieg der Chloride und Diurese zu erzeugen. 


Die Technik war dabei die, da8 das Versuchstier (es wurden nur miinn. 
liche Kaninchen benutzt) aufgebunden und die Kérperwarme durch Gliih- 
lampen gleichmaBig gehalten wurde. Die Blase wurde durch Katheterisieren 
entleert und dann die langsame Infusion der kérperwarmen Lésung vor. 
genommen. Der Katheter blieb in der Blase liegen, und es wurden die 
10-Minuten-Portionen gemessen. Gleichzeitig wurden in denselben Zeit. 
abstinden die Blutchloride und in den einzelnen Harnportionen die Chloride 
nach Bang bestimmt. In Abstanden von 30 Minuten wurde das Hamoglobin 
nach der Sahlischen Methode gemessen. AuBerdem wurde die spezifische 
Leitfahigkeit der einzelnen 10-Minuten-Portionen und in einzelnen Fallen 
die Gefrierpunktserniedrigung festgestellt. Rechnerisch wurde die mole- 
kulare Gesamtkonzentration und die auf Kochsalz bezogene molekulare 
Konzentration ermittelt. Nach Beendigung des Versuches wurde regel. 
m&Big die infundierte Fliissigkeit auf ihren Chlorgehalt untersucht. Die 
Tiere erhielten am Vortage des Versuchs feuchtes Futter (Apfel, Riiben, 
Gras). 

Die ersten Versuche mit intraperitonealer Infusion von 100 ccm 
1,5proz. NaCl-Lésung ergaben trotz Anstieg des Blutchlors beziiglich 
der Diurese ein vollkommen negatives Resultat. Ich gebe in Tabellen- 


form einen Versuch aus einer ganzen Anzahl ahnlich verlaufener wiede1 
(Tabelle I). 


Tabelle I. 
Versuch 3. 8. Mai. WeiBes Kaninchen, Gewicht 3350 g. 100 ccm 1,5proz. 
NaCl-Lésung intraperitoneal. 








Hamo- Hamo- 
Blut- Harn - Blut- Harn 

Zeit + ~‘NaCl | NaCl Lane globine | Zeit =| NaCl NaCl jt = 

Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz 
, Lod 8 > 

Vena | 050/ 024 03 72 a foeel omel oe | os 
10 Min. nach anes ated 4 a 
der Infusion, 9,50 0,24 0,3 = 90 o- ens 0,4 a 
20° «| «053 | 0.27 0,15 — 100 0,52 1,41 0,3 82 
30 053 043 O5 80 110 —_— 148 0,2 _ 
40 0,54 _— 0.3 — 120 0,48 — 0,2 — 
50 | 051 045 O1 —- 130 -- 1,63 0.4 82 
60 ~ 0.77 O4 —- 140 0,48 1,30 1,0 _ 


Man sieht aus der Tabelle, daB kurze Zeit nach der Infusion das 
Blutkochsalz ansteigt, wihrend die Harnmenge — abgesehen von 
geringen Schwankungen — sich nicht andert. Auch das Bluthimoglobin 
steigt an, so daB man daran denken kénnte, daB sowohl die NaCl- wie 
die Hamoglobinzunahme eine Eindickung des Blutes anzeigen. Diese 
Annahme gewinnt noch mehr an Sicherheit durch das Ergebnis der 
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NaCl-Bestimmung in der Bauchhdéhlenfliissigkeit; der NaCl-Gehalt 
in dieser war von 1,5 auf 0,9 Proz. gesunken. Man muB8 also annehmen, 
da8 es zu einem Wassereinstrom aus dem 
Blute in die Bauchhdéhlenfliissigkeit ge- 
kommen war, und kénnte daran denken, 
daB der Wasserentzug aus der Blutbahn 
fiir die Diurese vielleicht ein wirksamerer, 
hemmender Faktor als der NaCl-Anstieg 
ein begiinstigender Faktor ist. Daher 
wurde versucht, den Wasserverlust durch 
Zufuhr von Wasser per Klysma zu er- 
setzen. An denselben Tieren wurde ein- rR @ 8S oF 
mal die Diurese allein nach Klysma, ein kn a 
anderes Mal nach Klysma und intraperito- —_ Abb. 1. Versuch 23. 20. VI. Schwarzes 
nealer hypertonischer Kochsalzinfusion a aes car ane ales 
beobachtet. 

Kurve 1 und 2 geben zwei derartige Versuche wieder. 

Man sieht in Kurve 1 den steilen Anstieg und baldigen Abfall der 
Diurese auf die durch Klysma erfolgte Wasserzufuhr. In Kurve 2 


ccm 











Harnmenge 
~NG& €£G& FN @ © 











Harnmenge ’ 


2 

7 

0 

Klysma + Infusion von 100 ccm 1,5proz. Zeit in Mimuten 
Na Cl-Lésung. 

Abb. 2. Versuch 24. 22. VI. Schwarzes Kaninchen. Gewicht 2700 g. 

100 cem 1,5 proz. NaCl-Lésung. Gleichzeitig 80 com Wasser per Klysma. 


Tabelle II. 
Versuch 20. 23. Juni. WeiBes Kaninchen, Gewicht 2500 g. 100 ccm 1,5 proz. 
NaCl-Lésung intraperitoneal, gleichzeitig 80 ccm Wasser per Klysma. 





Hiamo- Hamo- 
Blut Harn: " Blut- Harn: 
Zeit NaCl | NaCl = = Zeit NaCl NaCi | Ham. globin. 


Proz. | Proz. Proz. Proz. Proz. 


Vor dem » ° 120’ = —_— 
Versuch 051 03 1 0.5 62 1 30 0,55 = 


10 Min. nac 
er ete | 0.53 0,53 06 140 0.69 


20’ 0,54 15 — 150 0,54 — 
30 0,54 03 5¢ 160 -- - 
40 | 054 45 0,6 170 056 050 
50 0,54 0,7 180 056 050 
60 055 — 10 ; 190 0.56 040 
70 — . 07 200 0,60 
80 0,56 0.4 210 0.53 
90 —_ — 0,4 220 0,45 
100 0,54 ; 15 230 ' 0,30 
110 0,56 07 240 0.30 
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erkennt man das Ausbleiben dieser Zacke und sieht, daB die Diuresekury 
in die Lange gezogen ist. Einen genauen Einblick in die Blut- und Ham). 
chlorwerte bei einem solchen Versuch gibt Tabelle IT. 

Sie zeigt, daB die Blutchloride ansteigen und obwohl anscheine:| 
geniigend Wasser dem Kérper zur Verfiigung steht, doch nur eine selir 
geringe, und zwar stark protrahierte Diurese eintritt. Etwa 11 Stunde: 
nach Versuchsbeginn setzt ein Steigen der Harnmenge ein; die Zu- 
nahme halt bis Ende des Versuchs an. Die absoluten Mengen sind iy 
der vierten Stunde am gréBten. Der NaCl-Gehalt der Bauchhéhlen- 
fliissigkeit betrug nach 4 Stunden 0,7 Proz. 

Das Ausbleiben der Diurese bei intraperitonealer NaCl-Infusion 
und gleichzeitiger Wasserzufiihrung per Klysma wird man sich so er. 
klaren miissen, daB das Wasser zur Herbeifiihrung der Isotonie der 
hypertonischen Kochsalzlésung benutzt wurde. Nachdem diese 
isotonisch geworden ist, tritt die Resorption und mit ihr die Diurese 
ein, deren spites Einsetzen damit erklirt ist. 

Die Ergebnisse dieser Versuche fiihrten dazu, den NaCl-Gehalt 
der Infusionslésung herunterzusetzen. Tabelle III gibt einen derartigen 
Versuch wieder. 

Tabelle III. 
Versuch 18. 15. Juni. Schwarzes Kaninchen, Gewicht 2500 g. 100 ccm 
1,25proz. NaCl-Lésung intraperitoneal. 








Blute | Harns | Himo- Blut- Harn Hamo 
Zeit NaCl | NaC | Harn clobine | zeit | NaCl | NaCl pane = 
Proz. _Proz. Proz. Proz. _—Proz. Proz 
Vor dem 
ogc, | 048 | 020) 07 8% | no | 046) 051| 0,7 
der Infusion 0,47 0,29 0,7 o—_ 120 0.48 0,49 3.5 
20’ 047 035 04 a 130 050 050 26 
30 047 026 20 86 140 _ _- 1,3 — 
40 046 065 20 — 150 0,52 | 0,57 15 
50 048 1,27 14 —_ 160 — 057 20 -- 
60 048 6,84 1,0 88 170 054 0,57 16 — 
70 | — | 055 06 — 180 — 050 23 — 
80 | 046 O44 06 — 190 0,54 050 20 92 
90 | 046 0,53 13 88 200 — 053 2.0 — 
100 | 0,47 a= 0,7 —_ 210 0,54 - 2,4 _— 


Das Ergebnis dieses Versuches unterscheidet sich in manche1 
Hinsicht von den Vorhergehenden, so vor allem im Ausbleiben de 
Chloranstiegs im Blute. Trotz des Gleichbleibens der Blutchloride 
setzt doch eine Diurese ein, die an Mengen der einzelnen Portionen 
nicht hinter der in den entsprechenden Versuchen zuriicksteht. Die 
gegen Ende des Versuchs auftretende Zunahme der Blutchloride kann 
im Zusammenhang mit der Himoglobinzunahme wohl nur als Blut- 
eindickung aufgefaBt werden. 
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Die Deutung dieser Versuche ist wohl so, daB infolge des geringeren 
NaCl-Gehalts der Infusionslésung eine schnellere Resorption statt- 
gefunden hat. Der vermehrte Wassergehalt des Blutes war dann hier 
die Ursache fiir die Diurese. 

Nachdem die vorhergehenden Versuche die Vermutung nahegelegt 
hatten, daB der Wasserentzug des Blutes bei intraperitonealer Infusion 
einer hypertonischen Kochsalzlésung das Zustandekommen der Diurese 
hemmen kénnte, wurde untersucht, wie sich die Diurese verhalt, wenn 
gleichzeitig mit der intraperitonealen Infusion Euphyllin gegeben wird. 
Kurve 3 zeigt einen derartigen Versuch als ein Beispiel aus vielen. 

Harn Biut Harn 

ccm Nall NaCl 
17 
6 


mr 2 oe ee 


045 
Qv0 
035 


048 | 025 
047 | 020 
g¥6|075|_| 
045 |070\__| 
Ov 








3 
8 
7 
6 
5 
+ 
3 
2 
7 
0 


mut + Injektion Zeit in Minuten 
Abb. 3. Versuch 25. 26. VI. Schwarzes Kaninchen. Gewicht 2700 g. 
100 cem 1,5proz. Na Cl-Lésung, gleichzeitig 0,122 g Euphyllin intramuskular. 
Harnmenge. - ~:~ Blut NaCl. Harn NaCl. 

Der NaCl-Gehalt der Bauchhéhlenfliissigkeit war nach 3 Stunden 
auf 0,73 Proz. gesunken, also war auch hier Wasser in die Bauchhéhle 
eingewandert, und trotzdem sehen wir unter Anstieg des Blut - NaCl 
eine gewaltige Diurese auftreten. Man kann aus der Kurve einen ge- 
wissen Parallelismus zwischen Blut-NaCl und Diurese herauslesen. 

(Aus den vorstehend mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB der 
Chloranstieg allein zur Hervorrufung einer Diurese nicht geniigt, da es 
sehr wohl gelingt, den Blutchlorgehalt zu erhéhen, ohne daB eine starkere 
Diurese einsetzt, daher kann auch bei der Euphyllindiurese in dem 
Chloranstieg des Blutes nicht das alleinige ursichliche Moment fiir die 
Diurese erblickt werden. Man kénnte héchstens sagen, daB der Chlor- 
anstieg im Blute bei der Euphyllindiurese eine unerlaBliche Voraus- 
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setzung zur Wirkung dieses Mittels ist und daB, wenn diese Voraus. 
setzung fehlt, auch die Euphyllindiurese ausbleibt. So ist es zu er- 
klaren, daB z. B. Curtis in den Fallen, in denen auf Euphyllin keine 
Diurese auftrat, auch den Chloranstieg vermiBte.) 

Die Rolle, die die Blutchloride bei der Diurese spielen, wurde 
weiter studiert an Versuchen mit intraperitonealen Zuckerinfusionen. 
Hierzu wurden Maltose- bzw. Galaktoselésungen benutzt, und zwar 
wurde bei demselben Tiere einmal Maltose, einmal Maltose + Kochsalz- 
zusatz verwandt. In beiden Fallen waren die Lésungen isotonisch. 
Besser als mit Worten werden die hierbei erhaltenen Ergebnisse durch 
Kurven erlautert. 
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Zeit in Minuten 





Infusion 
Abb. 4. Versuch. 10. 26. V. WeiBes Kaninchen. Gewicht 2500 g. 
100 ccm isotonischer Maltoselésung intraperitoneal. 
Harmmenge. - - Blut NaCl. ----- Harn NaCl. 


Kurve 4 zeigt das Verhalten von Diurese, Blut- und Harnchloriden 
bei intraperitonealer Infusion von 100 cem isotonischer Maltoselésung. 
Die Blutchloride fallen, die Chlorausscheidung im Harn sinkt ebenfalls; 
das Maximum einer 10-Minuten-Portion betrigt 5cem. Gegen Ende 
des Versuchs kommt es dann’ zu einem Anstieg der Blutchloride und 
es ist sehr bemerkenswert, daB auch die Diuresekurve noch einen 
zweiten Anstieg zeigt. Die Abhangigkeit der Diurese von dem Verhalten 
des Blut-NaCl ist hier unverkennbar. Die Diuresekurve verlauft der 
Blutkochsalzkurve vor allem in ihrer zweiten Halfte annahernd parallel. 

Ein ganz anderes Bild zeigt Kurve 5. 

Hier erfolgt infolge des Kochsalzgehalts der infundierten Maltose- 
lésung ein Anstieg der Blutchloride und die Diurese steigt bis 13,5 ccm 
in 10 Minuten. Auch hier kommt es gegen Ende des Versuchs zu einem 
zweiten mit einem Ansteigen des Blutkochsalzes zeitlich zusammen- 
fallenden geringen Diureseanstieg. Interessant ist, daB beide Kurven 
das Diuresemaximum zur gleichen Zeit (50 Minuten nach der Infusion) 
zeigen. 
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Ich habe die beiden Versuche als Beispiele aus einer gréBeren 
Zahl gleichartig verlaufener ausgewahlt und bringe, da sie mir zur 
Erlauterung der Bedeutung der Blutchloride fiir die Diurese wichtig 
erscheinen, nahere Einzelheiten, insbesondere iiber die spezifische Leit- 
fahigkeit, die molekulare Gesamtkonzentration, sowie die auf Kochsalz 
berechnete Konzentration des Harnes, ferner iiber das Verhalten des 
Hamoglobins in Tabelle IV und V. 

In Tabelle IV sehen wir gleichzeitig mit der Abnahme des Blut-NaCl 
ein Sinken des Himoglobins. Die Blutkochsalzabnahme wird man 
entweder als Abwandern von NaC! in die kochsalzfreie Infusions- 
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Abb. 5. Versuch 8. 20.V. Weifes Kaninchen. Gewicht 2500 g. 
100 ccm isotonischer MaltosesKochsalzlésung intraperitoneal. 
Harnmenge. - - Blut NaCl. Harn NaCl. 
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fliissigkeit oder als Blutverdiinnung infolge Resorption der Zucker- 
lésung auffassen miissen. Fiir die erste Auffassung spricht, daB die 
infundierte kochsalzfreie Lésung nach 3 Stunden einen NaCl-Gehalt 
von 0,50 Proz. aufwies. Fiir die letztere, die gleichzeitig mit der Himo- 
globinabnahme einsetzende Diurese, also ein Zeichen, daB die Zucker- 
léisung sich bereits in der Blutbahn befand. Mit dem Anstieg des 
Blut-NaCl erfolgt dann auch wieder eine Erhéhung des Hiamoglobin- 
gehalts, wobei die Himoglobinzahl sich auf der Héhe des Ausgangs- 
wertes halt (die geringe Differenz zwischen 75 und 77 Proz. liegt inner- 
halb der Fehlergrenzen), wahrend das Blutkochsalz den Ausgangswert 
iibersteigt, so daB es sich vielleicht um ein Nachstrémen von Kochsalz 
aus dem Gewebe in das Blut handeln kénnte. Wenn diese Annahme 
zutreffen wiirde, so ware es immerhin nicht recht erklarlich, warum 
dem Gewebe Kochsalz entzogen wird, um den Kochsalzgehalt des 
Blutes iiber den Normalspiegel zu steigern. 








Versuch 10. 
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Tabelle I 


V. 


26. Mai. WeiBes Kaninchen, Gewicht 2500 g. 100 cem 9,2 proz. 
isotonischer Maltoselésung intraperitoneal. 





| Blut- 
Zeit NaCl 
Proz. 
Aon ore 
der Infusion 0,48 
2” =| «(0.48 
30 0,49 
40 0,48 
50 0,45 
60 0,45 
70 0,47 
80 = 
90 0,47 
100 0,47 
110 — 
120 0,52 
130 — 
140 0,54 
150 — 
160 0,53 
170 — 
180 0,52 


Harn: 
NaCl 


Proz. 


0,4 
0,38 
0,35 
0,15 
0,11 
0,074 
0,081 
0,061 
0,1 
0.1 
0,11 
0,13 


0,08 
0,06 
0,06 
0,07 
0,12 


Harn- 
NaCl 


0,0012 


0,00076 
0,00175 
0,00225 
0,0055 
0,003108 
0,00307 
0,00167 
0,0025 
0,0023 
0,0022 
0,00325 


0,0032 
0,0030 


0,00189 
0.0020 


Spezif. 
ite | 
fahigkeit 


73,85 
38,55 
51,07 
59,62 
54,47 


44,66 
33,65 


27,26 
21.67 
15,73 
16,54 


Molekulare 
Gesamt- 
konzen- 

tration 


0,079002 
0.039924 
0054624 
0,0634975 
00573175 


0,038217 
0,034507 
00271957 
0,021724 


0,015583 
0,0164139 


Bauchhéhlenfliissigkeit nach 3 Stunden 0,50 Proz. NaCl. 


Versuch 8. 20. Mai. WeiBes Kaninchen, Gewicht 2500 g. 100 cem Maltose 


Tabelle V. 


Molekul. 
Konzen: 
tration 
NaCl 


0,06837 


0,06495 
0,05982 
0,02564 
0,01880 
0,01264 
0,01384 
0,01042 
0.01708 
0,01708 
0.01873 
0,02222 


0,01367 
0,01025 
0,01025 
0,01196 


Nicht bestimmt 


| Hamo. 
globin. 


blut 


Proz 


+ NaCl-Lésung (6,7 Proz. Maltose + 0,3 Proz. NaCl) intraperitoneal. 
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Zeit | NaCl | 
Proz. 
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der Intuston| 0,53 
, 0,55 
300.54 
40 0,55 
50 (0,56 
60 0.56 
7 == 0.55 
80 ee 
90 0,57 
0 | — 
110 | (0.57 
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1300 | 
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Harn: 
NaCl 


Proz. 


0,51 
0,51 
0,36 
0,25 
0,10 
0,11 
0,11 
0,14 


0,21 
0,11 
0.22 
0.21 
Bauchhéhlenfliissigkeit nach 140 Minuten 0,90 Proz. NaCl. 


Ham- 
NaCl 


0,000357 
0,00918 
0,00540 
0,0050 
0,0135 
0,00935 
0,00792 
0,0070 


000651 


Spezif. 
cits 
tahigkeit 


105,02 
71,20 
61,99 
34,54 
26,22 
25,95 
27.47 


46,01 
67,23 
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tration NaCl | é& i - 

—_ _ 0,4 
— — 07 

0,11492 0,008854 — 18 

0,0760 0.0611 _ 15 
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0.026553 0.01948 0.32 85 
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va —- [me | oe 
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Auch die Deutung des Blutkochsalzanstiegs bei gleichbleibendem 
Hamoglobingehalt in dem durch Tabelle V wiedergegebenen Versuch 
bereitet einige Schwierigkeit. Man wird auch hier nicht ohne die An- 
nahme eines NaCl-Einstroms aus dem Gewebe in die Blutbahn aus- 
kommen kénnen und wird um so mehr zu dieser Annahme gefiihrt, als 


Harn Blut Horn 
com NaCl NaCl 


53 
Q52 
gsr \a 
050 | 08. 
049 | 050 
048 | 025 
0Q4#7 | 020 
046 | 015 
Q¥5 |070 
Q¥4| 005 


‘© 


g 
¢ 








SHANG € AHN ® 


Zeit in Minuten 
Abb. 6. Versuch 16. 10. VI. Weifes Kaninchen. Gewicht 2500 g. 
100 cem isotonischer Galaktoselésung (4,8 proz.) intraperitoneal. 
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Abb. 7. Versuch 14. 3. VI. Weifses Kaninchen. Gewicht 2500g. 100 ccm isotonischer 
Galaktose + NaCl-Lésung intraperitoneal (3,52 proz. Galaktose, 0,3 proz. NaC\). 
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es auBer dem sich wihrend des ganzen Versuchs zeigenden Blutkochsalz- 
anstieg auch noch zu einer Abgabe von Kochsalz an die Infusions- 
fliissigkeit in der Bauchhéhle kommt (der NaCl-Gehalt war hier in 
140 Minuten von 0,3 auf 0,9 Proz. gestiegen). 

DaB die in Spalte 4 von Tabelle V wiedergegebenen absoluten 
Kochsalzmengen, die ausgeschieden wurden, gréBer waren als die in 
Tabelle IV, ist infolge des NaCl-Gehalts der Infusionslésung bei dem 
Versuch in Tabelle V verstandlich. 
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Da wir aus den Arbeiten von Hamburger wissen, daB die einzelnen 
Zuckerarten beziiglich ihres Verhaltens auf die Niere verschieden sind. 
wurde neben der Maltose als zweite Zuckerart Galaktose untersucht 
Die hierbei erhaltenen Ergebnisse bringe ich in Kurve 6 und 7. 

Auch hier wieder in Kurve 6 das Sinken der Blutchloride und dic 
geringe Diuresesteigerung (Maximum einer 10-Minuten-Portion 6 ccm), 
in Kurve 7 Anstieg der Blutchloride und wesentlich starkere Diurese 
(fast das Doppelte wie im vorigen Versuch). Dem ersten Gipfel folgt 
nach 30 Minuten noch ein zweiter fast ebenso hoher. 

In Kurve 4 und 5 fiel das Diuresemaximum zeitlich zusammen 
(50 Minuten nach Versuchsbeginn), in Kurve 7 liegt es 20 Minuten 
spater als in Kurve 6, obwohl auch hier der erste wesentlichere Anstieg 
zu gleicher Zeit erfolgte (60 Minuten nach Versuchsbeginn). 

Vergleicht man die Gesamtmenge des ausgeschiedenen Wassers 
in derselben Zeitspanne (140 Minuten) in den vier, durch Kurve 4 bis 7 
wiedergegebenen Versuchen, so ergibt sich fiir 


Kurve 4 (isotonische Maltoselésung). ....... 36,4 cem 
o9 5 ( oe a » NaCl-Lésung) . 52,7 ,, 
a 6 (isotonische Galaktoselésung). . .... . 24,2 ,, 
” 7 ( ee o » NaCl-Lésung) 71,3 ,, 


Die Zahlen zeigen deutlich die wesentlich stdrkere Diurese in den 
Fallen mit Kochsalzzusatz. Der Unterschied zwischen Kurve 4 und 5 
betrigt nicht ganz 50 Proz., der zwischen Kurve 6 und 7 nahezu das 
Dreifache, ohne daB, wie die Zahlen den Anschein erwecken kénnten, 
die Diurese bei Galaktoselésungen im allgemeinen eine gréBere war 
als bei Maltose, so daB man sagen kann, daB sich keine durchgreifenden 
Unterschiede zwischen den beiden Lésungen feststellen lieBen. Das 
Verhalten der Blutchloride, der Diurese und der ausgeschiedenen 
Harnkochsalzmenge war in den entsprechenden Versuchen annahernd 
gleich; die geringen gefundenen Unterschiede méchte ich den ver- 
schiedenen Tieren zuschreiben. 

Die Bedeutung des Blutkochsalzspiegels fiir die GréBe der Diurese 
geht aus diesen Versuchen deutlich hervor, insofern als sein Hochbleiben 
nach der Infusion eine starke, sein Sinken eine nur geringe Diurese zur 
Folge hat. Weniger scharf sind die Unterschiede, wenn man statt 
isotonischer Zuckerlésungen hypertonische nimmt. Zu’ Versuchen mit 
hypertonischen Zuckerlésungen veranlaBte mich die Uberlegung, daf 
es hierbei 


1. zu einer Chloridablenkung, 

2. zu einer Wasserablenkung 
kommen wird, also zwei Momente, die der Diurese hinderlich sein 
muBten. Allerdings war hierbei den friiheren Versuchen mit isotonischer 
Zuckerlisung gegeniiber die stirkere diuretische Wirkung der konzen- 
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trierteren Zuckerlésung in Rechnung zu setzen. Und dieser Faktor 
war in der Tat in den Versuchen der iiberwiegende, so daB trotz Sinkens 
der Blutchloride eine relativ sehr groBe Diurese zustande kam. Kurve 8 
gibt einen derartigen Versuch wieder. 
Das Ergebnis dieses Versuchs ist um so bemerkenswerter, als wir 
aus den Untersuchungen von Curtis wissen, daB isotonische Rohrzucker- 
jésung sogar mit Euphyllin zusammengegeben nur eine sehr geringe 
Diurese gibt, die Curtis aus den antagonistisch wirkenden Einfliissen 
der Chloridablenkung und des Zuckereinstroms in das Blut erklirte. 
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Abb.8. Versuch 27. 30. VI. Schwarzes Kaninchen. Gewicht 2700 g. 
100 ccm hypertonischer Rohrzuckerlésung (15 proz.) intraperitoneal. 








Auch die Zusammensetzung des Harnes lieB erkennen, daB es sich um 
eine Zuckerdiurese handle. Dasselbe diirfte auch fiir meinen vorliegenden 
Versuch gelten. Die Chloridablenkung haben wir, wie die Blutkochsalz- 
linie in Kurve 8 ergibt, auch im vorliegenden Versuch (die Bauchhéhlen- 
fliissigkeit enthielt nach 160 Minuten 0,46 Proz. NaCl). Wenn auch 
zur Herbeifiihrung der Isotonie Wasser von Blut an die Bauchhéhlen- 
fliissigkeit abgegeben worden ist, muB es rasch aus dem Gewebe wieder 
ersetzt worden sein, da sonst die starke Diurese nicht méglich gewesen 
ware. Dieser den Wasserverlust in die Bauchhéhle iberkompensierende 
Wassergewinn des Blutes ist natiirlich auf den Eintritt des Zuckers 
aus der hypotonischen Zuckerlésuig zuriickzufiihren. Wenn ich auch 
keinen Vergleichsversuch mit hypertonischer Zuckerlésung + Kochsalz- 
zusatz habe, so glaube ich annehmen zu diirfen, daB eine wesentliche 
Steigerung kaum mehr eingetreten ware, da die Zahl fiir eine 10-Minuten- 
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Portion bereits eine der héchsten darstellt, die bei simtlichen Ver. 
suchen gesehen wurden. Aus éuBeren Griinden bin ich leider auch nicht 
mehr zu Versuchen mit hypertonischer Zuckerlésung + Euphyllin ge. 
kommen. 

Die Ausscheidung des intraperitoneal beigebrachten Zuckers im 
Harne setzte jedesmal mit der ersten vermehrten Harnportion ein. 
Samtliche Kurven zeigen vor dem Diuresemaximum eine kleinere 
Erhebung (meist etwa 1,5 ccm als 10-Minuten-Menge), bereits hier war 
Zucker — allerdings in Spuren — nachweisbar. Mit der gréBeren 
Harnmenge wurde auch die Zuckerausscheidung gréBer und hielt bis 
zum Ende des Versuchs an. Der Zuckernachweis geschah mit der 
Trommerschen Probe, nachdem durch Kochen des Harnes mit ver. 
diinnter Schwefelsiure die Maltose bzw. Galaktose in Glucose ge. 
spalten war. 

Il. Erérterung der Ergebnisse. 

Der leitende Gedanke der Versuche mit intraperitonealer Infusion 
hypertonischer Kochsalzlésung war folgender: In den Versuchen von 
Curtis erschien die durch Euphyllin ausgeléste Diurese von der Zu- 
nahme der Blutchloride bedingt. Die Frage war berechtigt, ob andere 
Arten der Erhéhung des Chloridgehalts des Blutes gleichfalls diuretisch 
wirksam sein wiirden. Daher wurde versucht, ohne Verdiinnung des 
Blutes, wie es bei intravenéser Injektion der Fall ist, die Blutchloride 
zu erhéhen. Das gelang wohl, aber gleichzeitig muBte man erfahren, 
daB trotzdem keine Diurese zustande kam. Schon diese ersten negativen 
Ergebnisse zeigten, daB der Chloridanstieg im Blute allein fiir sich eine 
gesteigerte Diurese nicht erzwingen kann. Daher miissen auch bei den 
Euphyllinversuchen von Curtis ohne Frage fiir die Diurese noch andere 
Faktoren wirksam sein. Er hat auf das mobilisierbare Wasser hin- 
gewiesen. In meinen Versuchen, deren methodische Anordnung mit 
Absicht von derjenigen Curtis’ abweicht, tritt die Bedeutung der 
Richtung, in welcher mobilisierbares Wasser wandert, deutlich als 
weitere Bedingung hinzu. 

Da die infundierte Fliissigkeit stets am Ende des Versuchs isotonisch 
gefunden wurde, muBte ein Wassereinstrom aus dem Blute in dic 
Peritonealhéhle angenommen werden, und es lag die Vermutung nahe, 
daB dieser Wasserentzug das Zustandekommen der Diurese hindern 
konnte. Daher wurde gleichzeitig mit der intraperitonealen Infusion 
von hypertonischer Kochsalzlésung Wasser per Klysma gegeben, aber 
auch diese Wasserzufuhr bedingte keine Diurese und andererseits 
wurde die Euphyllinwirkung durch eine gleichzeitige intraperitoneale 
Infusion von hypertonischer Kochsalzlésung nicht im geringsten im 
Sinne einer Verringerung der Diurese beeinfluBt (Kurve 3). Dieser 
letzte Versuch braucht allerdings nicht unbedingt gegen die Bedeutung 
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der Wasserablenkung bei meinen anderen Versuchen zu sprechen. Da 
die Euphyllinwirkung auf die Gewebe eine so starke sein kann, daB mit 
dem Chlor auch groBe Mengen Wasser entzogen werden kénnen, so 
ware es denkbar, daB die hierdurch frei gewordenen Wassermengen 
den durch die isotonische Infusionslésung bedingten Wasserverlust 
ausgleichen. Wiirde diese Annahme zutreffen, so miiBte man auch 
weiter folgern, daB in den Curtisschen Versuchen auch die Chlorid- 
ablenkung tiberwunden worden ware, da Euphyllin mit dem Wasser 
auch Kochsalz dem Gewebe entzieht. Da Kurve 3 eine iiberaus groBe 
Diurese zeigt, so kann man sagen, daB der Faktor der Wasserablenkung 
jedenfalls fiir die Euphyllindiurese ohne Bedeutung ist, daher kann 
ihm fiir die Diurese auch nicht dieselbe Rolle wie der Chloridablenkung 
zuerkannt werden. 

Wenn in der Arbeit der Ausdruck ,,Blutchloride“ (bestimmt aus 
dem NaCl-Gehalt) gebraucht wurde, so geschah das in Anlehnung 
an Curtis, welcher iiber den Sinn dieses Ausdrucks in seiner Arbeit 
schon Andeutungen gemacht hat. An dieser Stelle soll diese Bezeichnung 
naher prazisiert werden. Als man den EinfluB des Kochsalzes auf die 
Wasserbindung in den Geweben kennenlernte, schrieb man die Haupt- 
bedeutung dem Chlorion zu. Als aber Blum den Zusammenhang zwischen 
Odem und Natr. bicarb. bei Diabetikern nachwies und L. F. Meyer 
zeigte, daB bei Wasserretentionen ernahrungsgestérter Sauglinge nicht 
das Chlor das wirksame sein konnte, weil es nur in Verbindung mit 
Natrium, nicht aber als Kalium- und Calciumsalz gewichtssteigernd 
wirkte, sah man das Natriumion als das eigentlich ursachliche fiir die 
Wasserbildung an, wihrend man das Chlor unabhangig vom Natrium 
auch bei der Odembildung als nicht notwendig betrachtete. Ich kann 
hier auf diese in der Literatur vielfach erérterte Frage nicht naher ein- 
gehen, méchte nur darauf hinweisen, daB ich auf Grund meiner Versuche 
nicht wagen wiirde, mit Bestimmtheit das Chlorion als das ursachliche 
anzusehen, daB vielmehr das Natriumion dafiir ebenso in Betracht 
kommen kénnte. In diesem Sinne méchte ich auch die von mir wieder- 
holt gebrauchte Bezeichnung ,,Blutchloride“ aufgefaBt wissen. 

Zum weiteren Studium des Blutkochsalzes in seiner Bedeutung 
fiir die Diurese wurden Versuche mit intraperitonealen Zuckerinfusionen 
angestellt. Sie ergaben, daB die Faille mit Kochsalzzusatz zur Infusions- 
lésung durchweg eine gréBere Diurese aufwiesen; bei ihnen war durch- 
gingig der Blutkochsalzspiegel nach der Infusion hoch, wahrend es 
bei den Fallen ohne Kochsalzzusatz zur Infusionslésung zu einem 
Sinken des Blutkochsa!zspiegels und nur zu geringer Diuresesteigerung 
kam. Hiernach ist man genétigt, bei diesen Versuchen einen ursiach- 
lichen Zusammenhang zwischen Héhe des Blutkochsalzspiegels und 
GréBe der Diurese anzunehmen. 


Biochemische Zeitschrift Band 167. 23 








342 A. Hartwich: Blutkochsalzspiegel. 


In dem NaCl-Anstieg im Blute nach Infusionen von Zucker. 
lésungen mit Kochsalzzusatz kann man eine Parallele zu den Curtis 
schen Befunden bei Euphyllininjektionen erblicken und man sietit 
daB dieser der Diurese vorangehende Blutkochsalzanstieg keineswey. 
eine Eigentiimlichkeit der Euphyllindiurese ist. 


Zusammenfassung. 


1. Durch intraperitoneale Infusion einer hypertonischen Kochsa!z. 
lésung gelingt es, den Blutkochsalzspiegel zu erhéhen, aber nicht Diurese 
herbeizufiihren. 

2. Die infundierte hypertonische Lésung wird durch Wasser. 
einstrom aus dem Blute isotonisch gemacht, wird resorbiert und bedingt 
dann eine maBige Diurese. 

3. Auch durch gleichzeitig mit der hypertonischen Infusionslésung 
per Klysma appliziertes Wasser 14Bt sich keine Diurese erzeugen, 
obwohl der Blutkochsalzwert steigt. 

4. Intraperitoneale Infusion von hypertonischer Kochsalzlésung 
und gleichzeitige Euphyllininjektion bedingen eine sehr starke Diurese, 
der Blutkochsalzspiegel ist dabei hoch. Der durch Ausstrom in die 
Peritonealfliissigkeit entstehende Wasserentzug spielt entweder hierbei 
keine Rolle oder wird durch Wassereinstrom aus dem Gewebe iiber- 
wunden. 

5. Intraperitoneale Zuckerlésungen bedingen Diurese; diese ist 
wesentlich gréBer, wenn die Infusionslésung etwas Kochsalzzusatz 
enthalt. Bei den Fallen mit gréBerer Diurese war stets der Kochsalz. 
spiegel nach der Infusion ein hoher. 

6. Die Erhéhung des Blutkochsalzspiegels und die darauf erfolgende 
Diurese 14Bt sich auch unter anderen methodischen Bedingungen als 
denjenigen der Euphyllindiurese beobachten. 


Literatur. 


1) Blum, Verh. d. 26. Kongr. f. inn. Med. 1909, 8.122. — 2) Curtis, 
Klin. Wochenschr. 4. Jahrg., Nr. 17. — 3) Derselbe, diese Zeitschr. 183, 
109, 1925. — 4) Hamburger, Proc. Acad. Amsterdam 1922. — 5) L. F. Meyer, 
Verh. d. Ges. f. Kinderheilk., S.14. Salzburg 1909. 
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Untersuchungen iiber den Einflu6 von Liquor cerebrospinalis 
auf die Elektrolytflockung von positiven und negativen Solen 
bei definierter Wasserstoffionenkonzentration. 


Zugleich ein Beitrag zur Frage der Differenzierung 
yon globulin- und albuminreichem Liquor. 


Von 
Herbert Rosenfeld. 


(Aus der I. dermatologischen und der chemischen Abteilung des 
Rudolf-Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 
(Eingegangen am 4. November 1925.) 
| 

Die Kolloidreaktionen des Liquor cerebrospinalis beruhen im wesent- 
lichen auf dem verschiedenen Gehalt des Liquors an Globulinen und 
Albuminen und der dadurch bedingten Differenz in der elektrischen 
Ladung des LiquoreiweiBes. Da bei einer Wasserstoffionenkonzentration 
Py = 5 die Globuline positiv, die Albumine negativ geladen sind, wurde 
der EinfluB normalen und pathologischen Liquors bei py = 5 auf elektro- 
negative und positive Kolloide untersucht. Es wurde bei den Versuchen 
von der Annahme ausgegangen, daB bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration globulinreicher Liquor z. B. (Paralyse) ein positives Sol 
gegen Elektrolyte schiitzen, ein negatives sensibilisieren, und daB um- 
gekehrt albuminhaltiger Liquor (Meningitis) ein positiv geladenes Sol 
gegen Elektrolyte sensibilisieren, dagegen ein negatives schiitzen wiirde. 

Bevor Versuche mit Liquor selber in Angriff genommen wurden, galt 
es, zundchst einmal festzustellen, wie positive und negative Sole allein 
sich bei py = 5 verhalten. Es war von vornherein anzunehmen, daB 
sich nicht alle Sole fiir unsere Zwecke eignen wiirden. Von negativ 
geladenen Solen wurden Kongorot, Kongorubin und Mastix, von 
positiven kolloidales Eisenhydroxyd und Nachtblau untersucht. Die 
Py-Messungen wurden kolorimetrisch mit Indikatoren (Michaelis) 
unter Zuhilfenahme des Walpoleschen Prinzips durchgefiihrt. Nach 
AbschluB zahlreicher Vorversuche wurden iiber 120 normale und 
pathologische Liquores untersucht. Uber die klinische und physikalisch- 
chemische Bedeutung der Resultate wird in Gemeinschaft mit 
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Ernst Bloch, von dem auch die theoretischen Uberlegungen zu diese: 
Arbeit ausgingen, in der Deutschen medizinischen Wochenschrift be. 
richtet werden’). 


I. Flockungsversuche an negatiy geladenen Solen. 
1. Kongorot und Kongorubin. 

Als elektronegativ geladene Sole wurden zuerst Kongorot und 
Kongorubin untersucht. Kongorot wurde in ahnlicher Fragestellung 
zuerst von Brossa untersucht; Brossa wies eine Sensibilisierung des 
Kongorots gegen Elektrolyte durch Globuline nach*). Es wurden 
wisserige 1 proz. Lésungen von Kongorot Kahlbaum und Kongorubin 
Griibler hergestellt und auf ihre Vertriglichkeit mit Puffergemischen 
Pu = 5(n/10 Puffer) gepriift. Zusatz von Acetat-, Phosphat- und Tartrat- 
Puffer bewirkten sofortigen Umschlag der Farbsole in allen Konzen- 
trationen. Beide Farbsole in Alkohol angerihrt (0,2 g Farbstoff, 2 cem 
absoluten Alkohols, Aqua. dest. ad 200) geben bei Zusatz von Phosphat- 
puffer keinen Umschlag, wohl aber bei Zusatz von Acetatpuffer. Die 
Farbsolpuffergemische zeigen aber infolge der geringen Pufferung des 
Phosphatpuffers bei py = 5 eine groBe Nachgiebigkeit und Verschiebung. 
Eine Fixierung auf py = 5 war nicht méglich. Weitere Versuche mit 
Kongorot und Kongorubin wurden daher nicht ausgefiihrt. 


2. Mastiz. 

Giinstigere Verhaltnisse finden sich bei Mastix. Die Mastixversuchs- 
lésung wurde aus einer 10proz. alkoholischen Stammlésung hergestel!|t. 
leem der Stammlésung wird ¥% Stunde vor dem Versuch mit 9 cem 
absoluten Alkohols in der Pipette aufgezogen und zu 40 ccm Aqua dest 
zugesetzt. Als Aqua dest. wurde in allen Versuchen der Arbeit nur frisch 
destilliertes Wasser verwendet. Als Pufferlésung wurde ein Acetat- 
gemisch benutzt, das durch Mischung von 400 ccm n/10 Na-Acetat- 
lésung 100 ccm n/10 Essigsiure und 500 ccm Aqua dest. hergestellt 
wurde. Dieses Puffergemisch hielt seine py durch mehrere Wochen 
inne. Zusatz von diesem Puffergemisch zu der Mastixlésung im Ver- 
haltnis 1:1 ergibt keine Fallung. Das Mastixpuffergemisch nimmt 
Pu = 5 an und halt sich mehrere Tage. Nun wurden die Flockungs- 
schwellenwerte des Mastixpuffergemisches fiir m/2 Na,SO, und fiir 
m/2 CaCl, ohne Liquorzusatz in Reihenversuchen festgelegt. Die Ver- 
suchsanordnung war folgende: Zu einem Gemisch von 1 ccm Puffer 
und 1 cem Matix wird nach einigen Minuten der betreffende Elektrolyt 
zugesetzt und mit Aqua dest. auf ein konstantes Gesamtvolumen auf- 


1) Bloch und Rosenfeld, Dtsch. med. Wochenschr. 1926. 
2) Brossa, Zeitschr. f. Immunititsf. 37, 211, 1923. 
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gefillt. Fiir m/2 Na,SO, ergab sich als Schwellenwert der Flockung 
0,05 cem, fiir m/2 CaCl, 0,005 ccm (abgelesen nach 2 Stunden). 

CaCl, flockt also zehnmal so stark wie Na,SO,. Bei gealterter 
Mastixstammlésung sind die Grenzwerte etwas niedriger. 

Nun wurden die Flockungsschwellenwerte bei Liquorzusatz festgelegt. 
Zusatz von unverdiinntem Liquor flockt die Mastixlésung aus; als 
passende Zusatzmenge, ohne Ausflockung zu bewirken, ergab sich 
0,02 cem Liquor = 0,2 ccm einer Verdiinnung 1:10. Die Flockungs- 
grenzen sind fiir Na,SO, 0,03, fiir CaCl, 0,005 cem (Tabelle I). Die 
Flockung in den Réhrchen ist mit Sternchen, der Grad der Flockung 
durch die Zahl der Sterne bezeichnet. 


Tabelle I. 
a) py = b) py = 5,0. 





1 2 ; 1 
ig Liq. . . 0,2 0,2 2 — | Vy, Liq. . . 9, 
nlONa,SO, 0,5 03 02 5]n,1l00CaCl, 0 
Aq. ..-.||—/9, 5 0,2] Aq. 

P.+M. ..12 {3 

3 Stdmn. ..  * (*)i|— — 3 Stdn. . * — 


4 0.5 02 


2 2 2 IP+M...2 2 ‘ 2 





Abkiirzungen: Liq. = Liquor, Aq. = Aqua, P. + M. = Puffermastixgemisch | :1 


Normaler Liquor Andert die Flockungsschwellenwerte gegen 
Elektrolyte nicht. 

Bei vermehrtem EiweiBgehalt im Liquor tritt eine starke Sensi- 
bilisierung des Mastixpuffergemisches gegen die gepriiften Elektrolyte 
ausnahmslos ein. Tabelle IT stellt die Sensibilisierung bei einfacher 
Globulinvermehrung, Tabelle III bei Lues cerebri, Tabelle IV bei pro- 
gressiver Paralyse, Tabelle V bei Meningitis dar. 


Tabelle 1. 


Versuch 66. Encephalomalacie. Pandy ***, Wa. R. —, Nonne *, 
Sublimat *, Siliquid *, Goldsol 1000000 Zellen 20/3. py = 5. 


a) b) 





4 5 6 2° 3/:;4/5/6 
1/5, Liq. . . || 0,2 0,2) 0,2'0,2'0,2 0,2] '/,, Liq. . . 2 02 02 0202 02 
n1l0 Na, SO 5 03 0.2 0,1 0,05 —][n/100 CaCl, 05 03 02 01005 — 
Par 0,2 03 04 04505]Aq. ... . 02 03 04045 05 
ii eS 2i2'2/;3 2 jP.+M. y 22:3 {33 2 

ne woth Pee , a} * ese; ee/2*' 0/0 
290 Stdn. De eee £E * 20 Stdn. E 2+ +e ee Fe * 
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Tabelle III. 
Versuch 53, Lues cerebri. Pandy ***, Nonne **, Wa. R. ****, 
Goldsol 23 321000 Zellen 48/3. py = 5. 
a) b) 
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 
1/,, Liq. . .. 0,2); 02 02 02 02 —[',,Lig.. 02 | 02 02/02 02 02 
n/l0Na,SO, 05 0,2 0,1 0,05 —05[n/100 Cacl, 05 02 O1 9,05 — 05 
ee — 03 04 045 0502,Aq. .. — | 03 04/045'05 — 
P.+M.../2 |2 |2 8 |3 2 |P.+M..1/2 s ie 48 s 3 
15 Min. eek £Ke “* *“* 0 0 15 Min. : kk EK | REE ee (*) pas 


EEK EXKEK 


20 Stdn.. . 


Versuch 56, 


Progr. Paralyse. 





REX EEE EEK 0” 


EERE EERE EKEK EKEE EEK 


20 Stdn. 


Tabelle IV. 


Pandy ***, Nonne **, Sublimat ***, 





Siliquid ***, Goldsol 55 554 321000 Zellen 40/3. py = 5. 
&) b) 
1 2 3 4 $;\6 1 2 3 4 5 6 
"yg Liq. . . | 0,2/02 0,2) 0,202 0,2] 1/,,Liq.. 0,2 | 0,2; 02 0202 02 
n/l0Na,SO, 0,5 03 0.2 010,05 —]njl00Cacl, 05 03 02 01 0,05 — 
Aq. -...) — 02'03°0404505]Aq. .. — 02 03 04 045 05 
9 


P+M...i/23 |2 
15 Min. 


eK KEK 


Versuch 60. 


2 \|2 2 


HEE ERK KE * 





P.+M.. | 2 2 2 2 2 2 
15 Min. . 


KEK KEK KRKEK EKEE “ 0 


Tabelle V. 
Tb.-Meningitis. Pandy ***, Nonne ***, 
Goldsol 001 233 321 000 Zellen 60/3. 








a) b) 

©} 2/)/3/¢4!si{s 1/2/3/4!] 5/6 
M/,9 Liq. . .|| 0,2 | 0,2 | 0.2 (0.2/0.2 0,2] 1),, Liq. . . | 0.2 | 0,2 0,210,2)0,2 02 
n/lONa,SO, 05 | 0,3 0.2 0,100.05 —]n/100 CaCl, 05 03 0.20,10.05 — 
Aq. .-.-. — | 02/03 0404505] Ag... . . | — | 02 030404505 
P+M...j/2 (2 |2 |2 2 2 |P.+M. 2|2;2\|2)| 2: \2 

15 Min «SHER SERS ARES EER BEE! 15 Min. REE EEE KK FX * 
Bei den Globulinvermehrungen (Lues, Paralyse) sind keine 


prinzipiellen Unterschiede bei der Sensibilisierung des Mastixpuffer- 
Der EiweiBgehalt kann bei allen diesen Fallen 


gemischs vorhanden. 


so groB sein, daB das Gemisch nach Liquorzusatz auch ohne Salz ausfallt. 
Bei sofortiger Ablesung sind die Unterschiede (starkere Sensibilisierung 
bei Salzzusatz) doch meist deutlich. 
nachtraglich zugesetzt. 

Bei Globulinvermehrung flockt CaCl,, bei Albuminvermehrung 
(Meningitis, bluthaltiger Liquor) flockt Na, SO, starker. 
also durch Globuline und Albumine sensibilisiert. 


Die Elektrolytmenge wurde stets 


Mastix wir! 
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Die Flockung und Sensibilisierung durch beide EiweiBarten ist bei 
py = 5 stark ausgepragt, weil anzunehmen ist, daB die hier positive 
Lidung der Globuline potenzierend auf die Ca-Ionen, die hier negativ 
geladenen Albumine potenzierend auf die SO,-lonen wirken. 

Endlich wurde die py des Mastixpuffergemischs variiert'). Die 
Versuchsergebnisse sind aus Tabelle VI ersichtlich. Erhéhung der 
Alkalitat vermindert, Vermehrung der Aciditaét erhéht die Flockung. 
Die Flockung ist auch nach unseren Versuchen als eine Funktion der 
Wasserstoffionenkonzentration anzusehen. 


Tabelle VI. 





i ; 1 . 
wo Liq. 99 Liq. . . 


05 
2 


0 


n 10Na, SO, . 
es . « 
P.+M... 


n/10Na, SO 
Ae 
P.+M.. 


1 Std. . 





1 Std. . 


Cc) Pr 4.6 





0,2 
0,3 
0.2 
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Mae Liq. . . 
n/l0Na, SO, 
Aq. . 
P.+M 


1 Std. . 
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Il. Flockungsversuche an elektropositiv geladenen Solen. 
1. Eisenhydroxydsol. 


Nach Reitstétter®) sensibilisiert Albumin starker als Globulin ein 
Fe,0,-Sol gegen Elektrolyte. Fiir unsere Fragestellung war die Ver- 
triglichkeit von Eisensol und Puffer py 5 wesentlich. Eisensol wird 
aber durch Zusatz von Puffergemisch (Acetat, Phosphatpuffer) gefallt ; 
es war daher fiir unsere Versuche nicht anwendbar. Benutzt wurde 
Liquor ferri oxydati dialysati (Merck), 14 Tage im Dialysierschlauch 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. 


1) Sahlgreen, Miinch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 17, 8. 618. 
2) Reitstétter, Kolloidzeitschr. 28, 20, 1921; Brossa und Freundlich, 
Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 1915; Pauli-Flecker, diese Zeitschr. 41. 
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2. Nachtblau. 


Brauchbar erwies sich fiir unsere Versuche ein elektropositiver, 
kolloidaler Farbstoff, Nachtblau (Griitler). Nachtblau gehért nach 
Freundlich") zu den lyophilen Emulsionskolloiden. 


Als Stammlésung wurde eine | prom. wisserige Lésung hergestel!t, 
die intensiv violett tintenartig aussieht und ziemlich haltbar ist. Nacht. 
blau ist stark alkalisch. Bei Zusatz unseres Puffers py = 5 im Verhaltnis 
1:1 zu einer Lésung 1: 10000 wird py auf 6,2 verschoben. Auch 
konzentrierterer Puffer anderte nichts an der Verschiebung. Erst bei 
einer Verdiinnung 1: 80000 nimmt der Farbstoff pq des Puffers 5.0 
an. Bei dieser Verdiinnung (es resultiert bei einem Arbeiten mit 3 ccm 
Gesamtvolumen eine Verdiinnung fiir Nachtblau von 1 : 320000) ist 
die Fairbung so schwach, daB eine Ablesung nicht méglich ist. Es 
muBte daher ein stirker sauer reagierender Puffer zugesetzt werden. 
Bei einem Zusatz eines Gemisches py 4,6 (Zusammensetzung: 90 com 
n/10 Na-Acetat, 110 cem n/10 Essigsaure, Aqua dest. auf 400) im Ver- 
haltnis 1: 1 zu einer 0,01 proz. Nachtblaulésung halt sich das Farbstoff- 
puffergemisch ziemlich konstant auf py = 5. Auch Liquor und Salz- 
zusatz andern fast nichts an der Reaktion, so daB wir praktisch stets 
bei py, = 5,0 bis 5,1 arbeiteten. Wahrend Nachtblau ohne Puffer violett 
gefarbt ist, ist das Pufferfarbstoffgemisch heller und leuchtend blau 
gefarbt. Eine Flockung durch den Puffer tritt nicht ein. Das Gemisch 
wird vor dem Versuch frisch hergestellt: aus der 1 prom. Stammlésung 
wird mit Aqua dest. eine Verdiinnung 1 : 10 hergestellt und zu gleichen 
Teilen Puffer 2ugesetzt. Die Salzmenge wird stets zuletzt zugefiigt, 
etwa nach 10 Minuten. Die Glaser diirfen keine Saéure und Alkalireste 
enthalten, da Nachtblau gegen beides empfindlich ist. Das Aqua dest. 
war stets frisch destilliert. Es wurde immer bei einem Gesamtvolumen 
von 3 ccm gearbeitet, also bei einer Nacht blauverdiinnung von 1:30000. 
Zuerst wurden die Flockungsschwellenwerte fiir Na,8O, und CaCl, ohne 
Liquorzusatz hestimmt (Tabelle VII). Fiir n/10 Na, SO, ist der Grenz- 
wert 0,1 ccm, bei n/10 CaCl, tritt eine unregelmaBige Reihe mit oberer 
und unterer Nichtausflockungszone ein®). Wahrend 0,6 ccm nicht flockt, 
tritt von 0,5 bis 0,2 cem Flockung ein, 0,1 cem flockt nicht mehr. Die 
Salzfallung ist intensiv ‘und geht stets mit Farbverinderung einher 
Die tiberstehende Lésung ist fast farblos, die Flockung ist nach 
16 Stunden noch progressiv. 


1) Freundlich, Kapillarchemie; 0. Teague und Buston, Zeitschr. f. 
physik. Chem. 60. 

2) Neisser und Friedemann, Miinch. med. Wochenschr. 1903, 8S. 11: 
Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chem. 48, 385, 1904; Freundlich und Léning, 
Festschrift f. d. Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft 1921. 
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Tabelle VII. 


a) 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 


nlONa,SO,. . . . . 0,13 012/011 0,10 0,09 0,08 0.07 0,06 0,05 
Aq. « « . » « . 087 688/089 09 O91 092 093 094 0,95 


Puffer (Py 4,6) e eile 9 9 Sy » » » 
Nachtblau, 1 : 10000 7 a ss - - sa 7 


Peek «<4 see « «2 





1 2 3 4 5 
n/l0 CaCl,. . . .../ 10/08 | 07 | 06 | 05 03 02 
i ee 2 2 -) — 102, 03 O04 O05 07 O8 
P+M...+226-)}) 8 2 2 2 2 : 


16 Stdn. . 


KOK 


Nun wurde die Zusatzmenge von normalem Liquor bestimmt, 
die keine Veranderung des Puffersols gibt, aber andererseits noch 
brauchbare Ausschlage bei Elektrolytzusatz. Wahrend 0,5 und 0,4 cem 
normalen Liquors eine Triibung des Gemisches hervorrufen, gibt 0,1 cem 
auch bei EiweiBvermehrung keine sicheren Ausschlige. Es wurde 
daher als Zusatzmenge stets 0,2 Liquor genommen. 


Zur Beurteilung pathologischen Liquors muBten die Fdallungs- 
grenzen fiir normalen Liquor festgelegt werden. Nur die Versuche mit 
Na,SO, gaben brauchbare Resultate, wahrend CaCl, durch normalen 
Liquor stark geschiitzt wird. Es wurde daher von jetzt ab nur mit 
Na, SO, als Elektrolyt gearbeitet, und zwar stets in '/,) Normal- 
lésung. Die eben noch flockende Zusatzmenge an n/10 Na, SO, betragt 
0,25 cem, die nicht flockende 0,2 cem (Mittelwerte), siehe Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 


Pu 5 iP 





6 7 s a Ww 


nlig.. . .1@ 2 02'02 02 02 02 
nl0ONa, SO, : 02 015 O1 0.05 002 
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Gegeniiber der reinen Elektrolytflockung (Tabelle VII) ist der 
Schwellenwert mit Liquorzusatz etwas erhéht. Normaler Liquor hat 
nur eine geringe, ziemlich konstante Schutzwirkung. 
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Wahrend die reine Salzflockung sehr intensiv ist, besteht cie 
Liquorsalzflockung zunachst nur in einer Triibung und leicht violett»; 
Verfarbung. Bei Betrachten gegen eine kiinstliche Lichtquelle erscheine: 
die getriibten Réhrchen violett, die ungeflockten leuchtend blau. Unter 
der Lupe oder dem Agglutinoskop betrachtet, schwimmen in dey 
getriibten Réhrchen feinste diffus verteilte Farbstoffpartikelchen, div 
negativen sind homogen oder zeigen einige grobe Farbklumpen oder 
Fiiden. 

Unter den pathologischen Liquores interessierten zunachst vor 
nehmlich die beiden Haupttypen: Paralyse (Globulinvermehruny 
und Meningitis (Albuminvermehrung). 


1. Paralyse. 

Bei der progressiven Paralyse tritt bei Nachtblau — im Gegensatz 
zum negativen Mastixsol — bei py = 5 keine Sensibilisierung ein. In 
der Mehrzahl der Fille war gegeniiber dem normalen Liquor ein ver- 
stirkter Schutz zu beobachten (Tabelle IX). 








Tabelle 1X. 
Versuch 121. Progr. Paralyse. 

Pp *#* § ** Si. ** Z. 30/3. Versuch 122b. Progr. Paralyse. 

Gs, 555 432100. Wa. R. Liq. 0.25 ****| P+ N Puffer-Nachtblaugemisc} 
Wa. R. Blut **** (1:1). 

tij2i;sie4i\sie 1)/2>3/14/5)/ 6 
Liq. . . . . |}0,2/0,2/0,2'02 02/02] Liq... . . |0,2/0,2/02'02/02) 02 
n/lONa, SO, 0,6 05/04 03 0.2 — [n/l0Na,SO, 0,6 0,5 04 03 02) — 
Aq... . . (0,2 03/04 05 06 08]Aq. .... 02 03° 04 05 0,6 038 
P.4+N...92 |32 |F |2 '2 3 IP.+N...18 (53 |2 13 [8 |2 

94 Bedn.. . | © | * | © | —| —|—9 96 Sedn.. . |) & | & | —|—l— 


Der Mittelwert der beobachtéten Fille betragt 0,5 bis 0,4 cen 
n/10 Na, SO, fiir das noch eben flockende, 0,3 cem fiir das eben nicht 
flockende Réhrchen gegen 0,25 bis 0,2 cem bei normalem Liquor. In 
einzelnen wenigen Fallen trat keine Erhéhung der Schutzwirkung ein 


2. Meningitis. 


Bei meningitischem Liquor tritt eine starke Sensibilisierung des 
Solpuffergemisches bei py = 5ein. Die theoretische Voraussetzung, dal 
ein positiv geladenes Sol durch die bei pg = 5 negativ geladenen Albumine 
gegen Elektrolyte sensibilisiert werden miiBte, wird durch die folgenden 
Versuche bestatigt. 
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Tabelle X. 
Versuch 125, Tb.-Meningitis. Pandy ***, Nonne ***, Sublimat **, 





Siliquid ***, Zellen 33/,, Goldsol 0012332100, Tb.*, Wa. R.—. pg = 5,0. 
1 2 3 4 5 

Liq... ..- 0,2 02 02 02 ais 
njl0Na,SO, . 0.2 Ol | 005 — — 
Aq. ae ae 06 0.7 0.75 08 1.0 
a + N. - © % 2 2 2 2 2 

i  «< * * . ' = 
oe Gem, s 6 ** +e es als ae 


Tabelle XI. 
Versuch 84. Otogene Streptokokken-Meningitis. py, — 5,0. 





1 2 3 4 5 
er eee 0.2 0.2 02 0.2 01 
n/10 Na,SO, . 0,2 01 0,05 = ans 
I say, ope 0,6 0.7 O75 O08 09 
a: 6 « « 2 2 2 2 2 
24 Stdn.... ** el ‘ ' jon 


Tabelle XI]. 
Versuch 119. Ejitrige Cerebrospinal-Meningitis. py — 5,0. 





1 2 3 4 
Oe wee 4-8 02 0.2 02 ae 
n/10 Na,SO, . 0.1 0.05 des = 
. eae 0,2 0,75 0.8 1.0 
> are 2 2 2 2 
> re * * * = 


Es wurden untersucht: Acht Falle von tuberkuléser Meningitis, zwei 
Fille von Meningo-Myelitis, je ein Fall von otogener Streptokokken- 
Meningitis und eitriger Cerebrospinal-Meningitis. Die Sensibilisierung 
lieB sich in jedem der untersuchten Fille nachweisen. Die Flockung 
ist vom EiweiBgehalt abhangig. Bei starkem EiweiBgehalt des Liquors 
tritt die Triibung fast sofort auf. Sie ist spitestens nach 24 Stunden 
ablesbar. Von EinfluB ist noch das Alter des Sols. Die Nachtblau- 
reaktion geht mit der Meningitiskurve der Goldsolreaktion parallel. 
Bei der Mehrzahl der Falle trat nicht nur eine Sensibilisierung gegen 
Na,SQ,, sondern auch eine Flockung ohne Elektrolytzusatz auf, die 
der bekannten gegenseitigen Ausflockung zweier entgegengesetzt 
geladener Kolloide entspricht. 

Bei anderen Erkrankungen, soweit sie untersucht wurden, wie 
bei Lues cerebri, Lues spinalis, Tabes, multipler Sklerose, Postence- 
phalitis, Meningismus, Tumor cerebri trat keine Sensibilisierung der 
Nachtblaulésung gegen Elektrolyte ein. Bei einem Tumor des Kleinhirn- 
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Briickenwinkels mit begleitender Leptomeningitis und Meningitiszacke 
im Goldsol trat positive Nachtblaureaktion ein, bei einem Gumma des 
Gehirns nicht. In einem Falle von Paralyse mit meningitischem Ein. 
schlag nach einem apoplektischen Insult (paralytischer Anfall) trat 
Sensibilisierung, bei luetischer Meningitis keine oder héchstens geringe 
Sensibilisierung ein. 

Aus den hier mitgeteilten Versuchen ergibt sich somit die 
Moglichkeit, mit einer einfachen Reaktion den entziindlichen Charakter 
einer Eiweifvermehrung im Liquor nachzuweisen. Uber die technische 
Ausfiihrung der Nachtblaureaktion siehe Bloch- Rosenfeld. 

Interessant sind auch die Ergebnisse bei bluthaltigem Liquor. 
Normaler, bluthaltiger Liquor sensibilisiert Nachtblau stark durch das 
Vorhandensein der Serumalbumine parallel mit der Serumzacke des 
Goldsols. Bluthaltiger Liquor eines Paralytikers gibt indessen gegen- 
iiber dem normalen bluthaltigen Liquor einen relativen Schutz 
(Tabelle XIII). Dieser interessante Befund wird in spateren Ver- 
suchen verfolgt werden. 

Tabelle XIII. 








a) Normaler bluthaltiger Liquor. b) Paralytischer bluthaltiger 
Pa — 5,1. Liquor. py = 5,1. 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 
Liq... . . |02/02 02,02 O2]Lig.. .. . 1/02/02 02°02 | 02 
n/l0Na,SO, 0,3 02 01 0,05 — [n10Na,SO, 03 02 01 0,05 
Aq. .... 05 06 0,7 0,75) 08 | Aq. . . 05 06 0.7 0.75) 08 
P.+N. . Siis if. ia 2 iP.4N...)/2 (3 (2 (3 2 
16 Stdn.. . || * , . , * 116 Stdn.. . || * ei—-|—-\— 
24 2 ay *x* ** ‘ ‘ * 24 = as x * * — ate 


Es wurden noch Versuchsreihen mit Nachtblau in absteigenden 
Verdiinnungen der Liquormenge (in geometrischer Reihe) ohne Puffer- 
zusalz angestellt, nach dem Vorbild der Goldsolverdiinnungsreihe. 

Es ergab sich dieselbe Flockung (in den ersten vier Réhrchen) bei 
normalem, paralytischem und meningitischem Liquor. Die beschriebenen 
Unterschiede sind also vom Pufferzusatz abhangig. Die Liquorzusatz- 
menge im ersten Réhrchen betragt 0,2 zu 0,8cem Aqua dest. (Ta- 


belle XIV). 





Tabelle XIV. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Liq.verd. ... “Ns ‘Vie | Veo “eo “iso | “lace | “aco, “leso “Jase | */ e560 
Nachtblau !°) j 999. l l 1 l l l i 1 ty a 
§ | Normal .. || ****| *** ** 0 0 0 0 0 0 
w} Paralyse. . ||**** *** = ** ’ 0 0 0 0 0 0 
a | Th. Meningitis . | eeee tee +e . 0 0 0 0 0 0 
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Endlich wurden Versuche mit variierter Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Puffers angestellt (Tabelle XV). 


Tabelle XV. 





Liquor . . 0.2 0.2 0.2 
n/l0 Na, SO, 0,05 2 0, . 02 O01 
ere 0.75 06 06 
P.+N . 13 2 32:33 s i3 i 3 (3 
Normal . o= — 
Paralyse . 

Lues cerebri 


Meningitis . 


24 Stunden 


Aus Tabelle XV ergibt sich, daB auch die Nachtblauflockung eine 
Funktion der Wasserstoffionenkonzentration ist. Bei pq = 5,9 sind die 
Globuline bereits geniigend stark negativ geladen, um das positive Sol 
zu sensibilisieren; bei py = 4,7 ist die negative Ladung der Albumine 
so stark herabgesetzt, daB eine Flockung nicht mehr eintritt; bei 5,3 
tritt eine leichte allgemeine Erhéhung der Flockungsbereitschaft ein; 
bei 5,9 kénnen also auch normaler und paralytischer Liquor flocken. 
Optimal tritt die Nachtblaureaktion eben bei 5,0 bis 5,1 ein. 


Zusammenfassung. 


1. Kongorot-, Kongorubin- und Eisenhydroxydsol sind fiir Ver- 
suche bei py = 5 unbrauchbar. 


2. Mastix wird bei py = 5 durch CaCl, in zehnfach schwicherer 
Konzentration geflockt als durch Na,SO,; normaler Liquor — in der 
angewandten Zusatzmenge — hat keinen EinfluB auf die Elektrolyt- 
wirkung. 


3. Mastix wird durch jede Eiweibvermehrung im Liquor sensi- 
bilisiert. Meningitischer Liquor sensibilisiert starker gegen Na,SO,, 
paralytischer und luischer starker gegen CaCl. 

4. Nachtblau wird durch Na,SO, in schwicherer Konzentration 
als durch CaCl, geflockt. Bei der CaCl,-Flockung treten unregelmaBige 
Reihen auf. 

5. Normaler Liquor schiitzt Nachtblau gegen Na,SO,. Diese 
Schutzwirkung tritt in vermehrtem MaBe bei Paralyse auf. Meningi- 
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tischer Liquor sensibilisiert Nachtblau gegen Na,SO, oder flock: 
den Farbstoff auch ohne Elektrolytzusatz — bei py 5 — aus. 

6. Nachtblau ohne Pufferzusatz ergibt keine Unterschiede zwischey 
Paralyse, Meningitis und normalem Liquor. 

6a. Die Nachtblauflockung ist, wie die Mastixflockung, eine 
Funktion der Wasserstoffionenkonzentration. 

7. Die Nachtblauflockung bei py = 5,0 ist somit ein wertvolles 
Reagens zur Differenzierung albuminreichen Liquors ( Meningitis) von 
vorwiegend globulinhaltigem ( Paralyse). 
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Uber den Chemismus der EiweiSkoagulation. 


Von 
E. Freund und B. Lustig. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des Rudolfspitals in Wien III.) 


(Eingegangen am 5. November 1925.) 


Die Erscheinung der Hitzekoagulation wird als eines der Kriterien 
der echten oder nativen bzw. der Eiweibkérper im engeren Sinne auf- 
vefaBt und ist eines der wichtigsten Beurteilungsmittel fiir die Identifi- 
zierung der Eiweibstoffe. Seiner chemischen Natur nach ist der ProzeB 
der Hitzegerinnung véllig ungeklart und wurde lange fiir eine rein 
physikalische Zustandsinderung angesehen. 

Frederique‘) u. a. fanden, daB die Temperatur, bei welcher die Hitze- 
gerinnung eintritt, fiir die verschiedenen EiweiSkérper verschieden ist, 
und hielten diesen Punkt, den Koagulationspunkt, fiir eine physikalische 
Konstante. Diese Beobachtung benutzte man zur Charakterisierung und 
Trennung der einzelnen EiweiBkérper durch fraktionierte Hitzekoagulation. 
An dieser Auffassung anderte die Erfahrung, da®B die Reaktion der Lésung 
und der Gehalt an Salzen die Reaktion beeinflussen, zunachst nichts. 
Die alteste Publikation iiber die soeben erwihnte Beobachtung stammt 
von Lieberkiihn*); eine bestimmte Formulierung erfuhren die Erfahrungen 
iiber den EinfluB der Reaktion erst durch Briicke, Neumeister*)}, Limbourg*) 
und andere dahin, da8 eine quantitative Fallung nur bei schwach saurer 
Reaktion erfolge. Der Einflu8 des Zusatzes von Neutralsalzen ist laut 
Aronstein®), Heinsius*) u. a. im allgemeinen ein fallungsbeférdernder, 
d. h. es zeigt sich im dialysierten Albumin entweder keine Koagulation 
oder nur eine geringe Triibung, wahrend Salzzusatz eine Ausfaillung zur 
Folge hat. Allerdings lassen die Untersuchungen anderer Autoren erkennen, 
daB das Verhalten von Salzen nicht eindeutig ist. Schon Sebelien’) zeigte, 


Zeitschr. f. Physiol. 3, 601, 1890; Hewlett, Journ. of phys. 18, 493, 


Arch. f. anat. Phys. u. Med. 1848, S. 285. 
Zeitschr. f. Biol. 24, 272, 1888. 

Zeitschr. f. phys. Chem. 18, 450, 1889 
Pfliigers Arch. 8, 75, 1874. 

Ebendaselbst 9, 514, 1874. 

Zeitschr. f. Physiol. 9, 445, 1885. 
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daB Kochsalz den Koagulationspunkt um 2 bis 14° C erhéhen kann; diese||)e 
Beobachtung finden wir bei Spiro'). Dieser Autor weist auch darauf }hin, 
da8 Alkohol und Aceton den Koagulationspunkt erniedrigten, die mehr. 
wertigen Alkohole der Fettreihe, die Ester, Ketone dagegen koagulations. 
verzogernd wirken; sie vermégen den Koagulationspunkt zu erhéhen 
Die Einwirkung von Neutralsalzen auf den Koagulationspunkt unterzog 
Pauli-Handovsky*) einer eingehenden Untersuchung. Er unterscheicdet 
zwei Phasen der Koagulation: 

1. die eben eingetretene Triibung (Opaleszenz), 

2. undurchsichtige Fallung. 

Die Zeit zwischen den zwei Phasen ist verschieden, je nach der Kon. 
zentration der Salze. Bei niederem Salzgehalt ist die erste Triibung blaulich 
opaleszierend und nur allmahlich in die Fillung iibergehend. Bei hohem 
Salzgehalt ist die Phase 1 grau und schnell in 2 iibergehend. Die Salze 
erhéhen den Koagulationspunkt, und zwar bei niederer Konzentration 
mehr wie bei der héheren. Die Erhéhung des Koagulationspunktes ist 
verschieden, je nach der Art des Kations und Anions des Salzes, wobei 
Anion und Kation sich additiv wirksam erweisen. Die Salzhemmung 
der Hitzekoagulation fiihrt nur zu einem Ausbleiben des sichtbaren Zu- 
sammenflockens, nicht aber der Denaturierung. Die Salzionen treten 
mit dem amphoteren EiweiB zu Absorptionsverbindungen zusammen, 
wobei die physikalisch-chemischen Eigenschaften des EiweiBes markante 
Anderungen erfahren. Nach Aron®*) beeinfluBt auch eine Reihe Farbstoffe 
den Koagulationspunkt, indem sie Additionsverbindungen geben. Die 
gleiche Wirkung iiben nach Frey*) die Alkaloide aus. Beziiglich der Ein- 
wirkung von Formaldehyd auf EiweiBstoffe fand Blum), daB er die Koagu- 
lation verhindert. L.Schwarz*) zeigte, daB auch andere Aldehyde dieses 
bewirken. Es geniigen nach Memaretti’) 0,35 Proz. Formaldehyd, um die 
Koagulation bei Serum zu verhindern. Auskoaguliertes Eiwei8 wird sowohl 
durch Pepsin wie Trypsin nach A. H. Bizarro*) und Roseo®) leichter verdaut 
als nicht koaguliertes. Abderhalden") bestatigt diese Angaben, dabei fand er, 
daB die Art der Koagulation und die TeilchengréBe Unterschiede bedingen 
Es diirften sich also, wie schon Erb™) ausgesprochen hat, die unter ver- 
schiedenen Modalitaéten (wie Salzkonzentration, Reaktion) gewonnenen 
Endprodukte in gewissen Belangen unterscheiden. Die Unterschiede 
kénnen jedoch das Wesen des Vorganges, das ist Ubergang der kolloiden 
Fortin in die feste Phase, sowie die Irreversibilitét des Vorganges, nicht 
beriihren, da diese beiden Charakteristika allen Hitzekoagulationen gemein 
sam sind. So findet auch Pauli'), daB die Angaben von Corin-Ausiaur") 


1) Hofmeisters Beitr. 4, 300, 1904; Zeitschr. f. phys. Chem. 80, 182, 1900 
2) Hofmeisters Beitr. 11, 414, 1908. 

3) Diese Zeitschr. 5, 414, 1907. 

*) Arch. f. exper. Path. u. Therap. 95, 36, 1922. 
5) Zeitschr. f. phys. Chem. 23, 127, 1896/97. 

®) Ebendaselbst 32, 460, 1900/01. 

7) Arch. f. Pharm. 14, 460, 1912. 

8) Journ. of phys. 46, 267, 1917. 

*) Arch. di Fisiol. 10, 459, 1912. 

1°) Zeitschr. f. phys. Chem. 81, 1912. 

11) Zeitschr. f. Biol. 41, 309, 1908. 

12) Hofmeisters Beitr. 10, 53, 1907. 

8) Bull. del Acad. Roy. de Belg. 21, 355, 1891. 
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md von Wells-Levis') tiber die teilweise Reversibilitat des Vorganges im 
Moment der Koagulation nicht zutreffen; es handelt sich wahrscheinlich 
um die Léslichkeit kleiner Mengen koagulierter EiweiBstoffe durch die vor- 
handenen alkalischen Salze oder das restierende, noch nicht denaturierte 
EiweiB. So finden auch Chick-Martin®), daB der Koagulationspunkt eines 
EiweiBkérpers weitgehend von der Art der Erwirmung abhangig ist. Er- 
hitzt man zwei gleiche Teile einer EiweiBlésung verschieden rasch, so 
koaguliert die langsam erwarmte (vorausgesetzt, daB die Erwarmung 
langsam genug erfolgte) um einige Grade niedriger als die schneller er- 
warmte. 


Andererseits gibt es eine Reihe von Angaben, die den Vorgang als 
chemisch erscheinen lassen. 


Dahin gehéren folgende Tatsachen: Wahrend die EiweiBkoagulation 
in wasseriger Lésung fast ausschlieBlich zwischen 50 und 80° C stattfindet, 
vertragen nach Wichmann*) reine EiweiBkristalle ohne Verinderungen 
ein mehrstiindiges Erhitzen auf 150°C, ebenso nach Chick-Martin®) ent- 
wassertes Ovalbumin bis 120°C. Bei der Hitzekoagulation andert sich 
nach Quagiarello*) die Konzentration der Wasserstoffionen, und zwar 
tritt eine Verminderung der H’-Konzentration ein. Sdrensen-Jiirgens*) 
erklaren, da8 beim langeren Erwarmen eines Albumins in neutralen, schwach 
sauren oder schwach alkalischen Lésungen nach und nach eing Spaltung 
unter Bildung stickstoffhaltiger Substanzen eintritt. Danach hangt es 
also weitgehend von der Dauer der Erhitzung ab, ob und in welchem MaBe 
ein EiweiSkérper bei der Hitzekoagulation zersetzt wird. Osborne*) be- 
richtet, da8 Pflanzeneiwei8 durch Kochen stark alkalisch wird. Unter 
den Problemen, die in diesem Zusammenhang auftreten, ist das nahe- 
liegendste, ob nicht bei der Hitzekoagulation eine Abnahme oder Auf- 
nahme von Wasser stattfindet. Starke’) vermutet, daB bei der Hitze- 
koagulation es sich um eine Wasserabgabe handelt, wobei das Wasser 
nach der Art des Kristallwassers gebunden war. (Dagegen sprechen die 
Erfahrungen beim Erhitzen von EiweiSkristallen.) Die Vermutung, da8 
es sich bei der Hitzekoagulation um eine Hydrolyse handelt, hat Duclauzx*) 
ausgesprochen. Chick-Martin®) kommen auf Grund der Erhéhung der 
Denaturierungsgeschwindigkeit beim Erhitzen auf eine héhere Temperatur, 
zu dem SchluB, daB wir es bei der Hitzekoagulation mit einer chemischen 
Anderung zu tun zu haben, und zwar wahrscheinlich mit einer Wasser- 
aufnahme. Denselben Standpunkt vertritt in seinen Arbeiten Lepeschkin*®). 
Er hat sich zur Aufgabe gemacht, indirekt durch Messung der Abhangigkeits- 
geschwindigkeit der Koagulation von Séuren, Basen und Salzen zu ent- 
scheiden, ob wir bei der Wasseraufnahme es mit einer Hydrolyse oder 


1) Journ. of biol. Chem. 49, 24, 1924. 
*) Journ. of phys. 40, 404, 1910. 
%) Zeitschr. f. Physiol. 27, 575, 1899. 
Diese Zeitschr. 44, 157, 1912. 
Ebendaselbst 31, 397, 1911. 
Ergebn. d. Physiol. 11, 47, 1910. 
Zeitschr. f. Biol. 18, 206. 
Ann. d. Inst. Pasteur 7/1, 8. 57. 
Journ. of physiol. 45, 65, 1912/13. 
1°) Kolloidchem. Zeitschr. 31, 342, 1922; Biochem. Journ. 16, 678, 1922. 


Biochemische Zeitschrift Band 167. 24 








358 E. Freund u. B. Lustig: 


Hydratation zu tun haben. Da die Koagulation nur durch schwache Sauren, 
nicht aber durch Alkalien beschleunigt wird, schlieBt er auf eine schwache 
Hydrolyse. Den experimentellen Nachweis der Wasseraufnahme haben 
weder Chick-Martin'), noch Lepeschkin®) versucht, weil sie annahmen, 
daB die chemische Analyse keine Resultate liefern kann, da die Wasser 
aufnahme klein und das EiweiBmolekii) groB ist. Hind-Poganyi*) versuchten, 
durch direkte chemische Elementaranalyse die Wasseraufnahme festzv. 
stellen, doch waren die gefundenen Resultate innerhalb der natiirlichen 
Fehlergrenzen. 


Es schien uns von Interesse zu sein, diesem Problem mit einer 
geanderten Methodik beizukommen. Die Zahl der Methoden, mit 
welchen wir dieses nachkontrollieren kénnten, ist sehr klein, schon aus 
diesem Grunde, weil es sich um geringe Differenzen im Wassergehalt 
handelt. Die Methoden, die uns zur Verfiigung stehen, sind folgende 

1. Gleiche Mengen von EiweiBstoffen, von denen ein Teil aus. 
koaguliert wird, sind bei niedriger Temperatur (Vakuum) von Wasser 
zu befreien, und dann ist durch den Gewichtsunterschied oder die 
Elementaranalyse der Wassergehalt zu vergleichen. Die von Hind- 
Poganyi*) mit Hilfe der Elementaranalyse unternommenen Versuche 
ergaben ein negatives Resultat. Auch unsere in dieser Hinsicht unter- 
nommenen Versuche (Gewichtsvermehrung oder Gewichtsverminderung) 
ergaben Werte, die innerhalb der natiirlichen Fehlergrenzen liegen. 

2. Die EiweiBlésungen werden mit der gleichen Menge eines nur 
im Wasser léslichen Farbstoffes behandelt und auf Farbtonunterschiede 
untersucht. Zu dieser Methode konnten wir uns nicht entschlieBen, weil 
die bei der Hitzekoagulation eintretenden Triibungen bei den von uns 
verwendeten Farbstoffen schon den Farbton in einer Weise verandern, 
daB z. B. der Zusatz von Talk (als Vergleichstriibung) keine geniigend« 
Abhilfe schaffen kann. 

3. Da durch direkte Bestimmung es nicht moglich war, dic Wasser- 
aufnahme oder -abgabe zu bestimmen, so versuchten wir dieselbe auf 
folgendem Wege zu erschlieBen. Ein System von Fliissigkeit und Luft, 
das durch einen leicht beweglichen Stempel abgeschlossen ist, wird 
bei konstanter Erwarmung eine bestimmte Kurve der Ausdehnungen 
zeigen, die in dem Moment, wo eine Wasserbindung oder -abgabe statt- 
findet, eine Anderung im normalen Verlauf zeigen wird. Die Anderungen 
des Volumens wahrend der Erwarmung sind durch folgende Faktoren 
bedingt : 

1. Abgabe und Ausdehnung der in der Fliissigkeit eingeschlossenc: 


Gase. 


‘) Journ. of physiol. 45, 65, 1912/13. 
*) Kolloidchem. Zeitschr. 31, 342, 1922; Biochem. Journ. 16, 678, 1922 
*) Diese Zeitschr. 128, H. 4/6, 1922. 
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2. Ausdehnung der Luft im eingeschlossenen Raume. 

3. Ausdehnung der Fliissigkeit. 

4. Ausdehnung des Wasserdampfes. 

Von diesen Faktoren ist der erste (Ausdehnung der in der Fliissig- 
keit vorhandenen Gase) durch vorheriges Erhitzen des Untersuchungs- 
materials auf 40° C und nachheriges Evakuieren (bei welcher Temperatur 
bekanntlich die Blutgasanalysen ausgefiihrt werden) auszuschalten. 
Die Ausdehnung der geringen Luftmenge muB (auf Grund des Gay- 
Lussacschen Gesetzes) als regelmaBig angenommen werden. Es 
resultiert daher als Ursache fiir eine eventuelle UnregelmaBigkeit in 
bezug auf die geanderte Volumenausdehnung nur die Ausdehnung des 
Wasserdampfes und der Fliissigkeit. Es miiBte also, im Falle unsere 
Annahme richtig war, in einem geschlossenen Raume und nach Be- 
sitigung eingeschlossener Gase eine Wasseraufnahme eine Ver- 
minderung, eine Wasserabgabe eine Vermehrung des Volumens be- 
dingen. 

Die zur Ausfiihrung dieser Messungen verwendete Apparatur 
erhielt folgende Gestalt: ein 50-cem-Kélbchen mit Halsschliff und 
eingeschliffenem Thermometer (mit 4/,)° C-Skala) wurde mit dér jeweils 


' zu untersuchenden Fliissigkeit gefiillt (immer mit derselben 50-cem- 


ep tapi 
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Pipette) und im Olbad, méglichst gleichférmig gegen Luftzug geschiitzt, 
mit einem Mikrobrenner erwirmt. Zu diesem Zwecke war die 
ganze Apparatur in einem doppelwandigen Schrank mit Warme- 
regulator, der konstant auf 40°C gehalten wurde, untergebracht. 
Durch Einfiihrung einer elektrischen Lampe wurde erméglicht, die 
Ablesung ohne Offnen der Schranktiir durchzufiihren. Es wurde auf 
eine méglichst gleichmaBige und langsame Erwarmung des Inhalts 
Bedacht genommen, so daB die Temperatur in 5 Minuten um etwa 
°C stieg. ; 

War unter diesen Bedingungen die gewiinschte Temperatur nahezu 
erreicht, so wurde ein in den Halsschliff passendes, rechtwinklig einsetz- 
bares horizontales Kapillarrohr mit einer l-mm-Skala aufgesetzt, 
in dem méglichst nahe dem Anfang der Skala sich ein Quecksilber- 
tropfen befand. Das Aufsetzen des Rohres geschah in dieser Weise, 
daB anfanglich das obere Rohrende mit dem Finger verschlossen blieb, 
so daB méglichst wenig Luft zwischen dem Quecksilbertropfen und 
der Fliissigkeit sich befand, denn sonst waren die Fehler durch Ver- 
gréBerung des Luftvolumens vielleicht stérend gewesen. Die Kapillar- 
réhre wurde vor jedem Versuch, um irgendwelche St6érungen zu ver- 
meiden, mit Chromschwefelsaure und Alkoholather gewaschen. 

Der Quecksilbertropfen muBte sich nun proportional der steigenden 
Temperatur vorwirts bewegen. Diese Volumendnderung wurde am 
Kapillarrohr pro Gradeinheit abgelesen und entsprach Jv = Fs, 
24° 
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wobei F der Querschnitt des Réhrehens und s der Weg des Queck 
silbertropfens in Millimetern ist. Nachdem der Querschnitt F imine; 
konstant ist, bezeichneten wir uns mit s die Volumendnderungen. Tra; 
irgend eine UnregelmaBigkeit ein, so mubte dies auf Wasserbinduny 
oder Wasserabgabe bezogen werden. Um etwaige Versuchsfehler aus. 
zuschlieBen, wurden zuerst Versuche mit destilliertem Wasser (Ts 
belle I) und 0,85proz. NaCl-Lésung (Tabelle II) ausgefiihrt. 











Tabelle 1. 
Destilliertes Wasser. 
Versuch | Versuch 2 Versuch 3 

°c & pro 1°C °c 8 s pro 1°C °C 8 8 pro 1'( 
60 3 — 61 0 _ 62 3 _— 
61 41 38 62 39 39 63 42 39 
62 81 40 63 79 40 64 81 39 
63 120 39 64 118 39 65 12] 40 
64 159 39 65 157 39 66 161 40 
65 199 40 66 196 39 67 200 39 
66 238 39 67 236 40 68 240 40 

7 278 40 68 275 39 69 279 39 
68 318 40 69 316 41 70 320 41 

Tabelle II. 
0,85proz. NaCl-Lésung. 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

°C ® # pro 1°C IC 8 s pro 1°C “Cc ® * pro 1° 
52 3 — 55 l — 55 12 —_ 
53 40 37 55 39 38 56 50 38 
54 78 38 57 75 37 57 87 37 
55 115 37 58 113 37 58 125 38 
56 153 38 59 151 38 59 162 37 
57 19] 38 60 189 38 60 200 38 
58 230 39 61 227 38 61 239 39 
59 268 38 62 266 39 62 277 38 
60 307 39 63 305 39 63 307 40 


Diese Versuche graphisch dargestellt, ergaben geradlinige Kurven 


Bevor wir uns der sehr interessanten Erscheinung der Hitzekoagulation F 


der EiweiBstoffe zugewendet haben, schien es uns von Interesse, «div 
Methode noch an einem Medium zu kontrollieren, bei dem 
Wasseraufnahme schon bekannt ist. 


eine 


Ein solches fand sich in der unter anderen auch von Samec*) unter- 


suchten Starke, derer bei 58°C liegender Quellpunkt nahe dem Punkt: 


') Chem. Centralbl. 1912, 1384. 
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liegt, bei dem EiweiBstoffe auskoagulieren. AuBerdem zeigt die Starke- 
quellung laut Lepeschkin') mit der Koagulation der Eiweibstoffe 
gewisse Ahnlichkeiten in physikalischer Hinsicht, wie Heterogenitat 
des Reaktionsmediums, hohe Temperaturkoeffizienten bei der Dena- 
turierung usw. Die Versuche wurden mit einer 6proz. Starkeauf- 
schwemmung ausgefiihrt (Tabelle III). 


Tabelle III. 


6proz. Stirkeaufschwemmung. 





Versuch | Versuch 2 Versuch 3 


& # pro 1°C °C s # pro 1°C °c , # pro 1°C 


au 50 } ome 
25 51 120 40 
10* 52 150 30 
10* 53 160 10* 
25 54 190 30 
35 55 200 10* 
10* 56 207 7 
20 57 210 3* 
25 58 213 | #8 
30 59 254 28 
- 60 287 33 


Die Veranderungen, die wir bei der Starke beobachtet haben, beruhen 
neben der Porenquellung hauptsiichlich auf der Lésungsquellung, 
welche bei 55 bis 57°C auftritt und zur Verkleisterung fiihrt; sie 4uBert 
sich in allmahlichen VolumenvergréBerungen der Starkekérner, welche 
laut Samec bei 58°C platzen, erkennbar am Unscharfwerden des Gliih- 
lampenbildes. Es zeigten sich auch zwei Vorstufen der Quellung bei 51 
und 53°C. Zwei- bis dreimaliges Erhitzen desselben Materials lieferte 
ihnliche Resultate, nur entsprach der zunehmenden Verkleisterung ein 
allmahliches Undeutlichwerden der charakteristischen Punkte. Fihrten 
wir durch langeres Erhitzen auf 70°C die Verkleisterung vollstandig 
herbei, so erhielten wir nachher Resultate, die sich mit denen des 
destillierten Wassers deckten. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB uns die destillierten 
Wasser- und Starkeversuche verliBliche Grundlagen beziiglich Be- 
urteilung von Wasseraufnahme oder -abgabe geboten haben. 

Es wurden daraufhin zu den folgenden Untersuchungen Serum- 
lésungen herangezogen. Das Material zu den Versuchen wurde bei 


') Kolloidchem. Zeitschr. 82, 42, 1922. 
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40° C etwa eine halbe Stunde evakuiert, um es von CO, und andere 
Blutgasen zu befreien. Alle Versuche mit Serum- und EiweiBlésungey, 
sind mehrfach wiederholt worden. Die fiir einen Versuch verwendet: 
Serummenge entsprach einem Stickstoffgehalt von 0,402g N. Die 
Versuche mit dem Serum (Tabelle IV) ergaben bei den Temperatur. 
graden, bei welchen das Eiweif auskoagulierte, eine Verminderung de 
durch die gleichmaéBige Erwarmung bedingten Volumenvermehrun, 
des iiber der Fliissigkeit durch Quecksilber abgegrenzten Damp. 
volumens, und zwar ergab diese Abnahme, meistens unabhangig vo. 
der Zeit, in welcher sie ausgefiihrt wurde, und von der Art des Erhitzen: 
entweder einen plétzlichen und scharfen Knick oder eine sich au 
mehrere Grade verteilende Verminderung, entsprechend einer starke: 
Koagulation bei einem Grade, oder einer sich auf mehrere Grade ver. 
teilenden Auskoagulierung. 
Tabelle IV. 


Pferdeserum. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 


°C ® 8 pro 1°C °C s s pro 1'C * ‘ # pro 1'¢ 
61 0 = 60 2 — q -— 
62 34 34 61 4038 44 39 
63 59 25 62 73 33 

64 95 36 63 97 24 

65 123 28+ 64 13639 136 

66 165 42 65 172 36 

67 201 36 66 197 25* 

68 242 41 67 236 39 

69 279 37 68 276 40 68 

ae an . 69 316 40 —- — 

Der Versuch | ergab bei 63 und 65°C, der Versuch 2 bei 63 und 
66°C, der Versuch 3 bei 63 .und 65°C. 

Zum Nachweis, ob die beobachtete Knickung tatsaéchlich sich au! 
den Koagulationsvorgang bezieht, wurde Serum zuerst auskoaguliert 
(Tabelle V, Versuch 1) und dann mit diesem auskoagulierten Serum 
die Priifung auf Volumenanderungen bei Erwirmung vorgenommen 
(Tabelle V, Versuch 2 bis 3). Die Wiederholungen ergaben keinerlei 
Knicke und waren denen vom destillierten Wasser ahnlich. 

Wir haben nun die Versuche mit einzeinen EiweiBstoffen fort- 
gesetzt, um nachzusehen, ob auch Substanzen, die verschieden 
Koagulationspunkte haben, bei ihrem jeweiligen Koagulationspunkt 
dieselben Erscheinungen zeigen. Die Eiwei®stoffe wurden rein dar- 
gestellt, indem sie aus Serum mit Ammonsulfat durch eine Dritte!.-, 
Halb- und Ganzsattigung fraktioniert ausgefallt wurden. Die einzelnc: 
Fraktionen wurden wieder mit Wasser aufgenommen und die Fallunz 
wiederholt. Die EiweiBstoffe wurden dann gegen flieBendes Wasser 
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dere) Tabelle V. 
unven Pferdeserum. 
ndet 
D Versuch ! Versuch 2 Versuch 3 

1e 
ratur Cc . s pro 19°C 4 ‘ # pro 1°C , ” # pro 1°C 
ig der él 1 -_ 61 12 on 18 — 
bruny 62 40 39 62 5O 38 55 37 
amovft 63 67 27* 63 87 37 63 93 38 
_— 64 102 35 64 124 37 64 131 38 
y VOI 65 125 23* 65 162 38 65 170 39 
teen: 66 162 37 66 201 39 66 198 38 

P 67 201 39 67 239 38 67 247 39 
A aul 68 239 38 68 277 38 68 287 40 


arkes 6y 279 40 69 317 40 — a _ 


> ver- 


l4 bis 20 Tage, bis zum Verschwinden der NH,-Reaktion (mit Nessler- 
schem Reagens) dialysiert. Untersucht wurden Globulin (Tabelle VI), 
Pseudoglobulin (Tabelle VIT) und Albumin (Tabelle VITT). 


Tabelle VI. 


Euglobulin. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 


s pro 1°C > s * pro °C °C s | # pro °C 
om 12 a= am 
38 i2 oO 38 j 38 
37 74 24* 38 
37 110 36 32 
134 24° : 25* 

172 38 : 38 
211 39 23* 

249 38 37 

288 39 39 

—— — 40 


Tabelle VII. 
Pseudoglobulin. 





Versuch | Versuch 2 ‘ersuch 3 


* pro “wc - 7 & pro °C °C 2 # pro °C 


32 39 f 39 
39 38 75 32 
38 39 7 35* 
36 37 
39 if 22* 21° 
23* 37 7 40 
26* 7 y 44 
4] 2 28: 40 f 2 42 
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Tabelle VIII. 
Albumin. 





Versuch | Versuch 2 Versuch 3 


8 & pro 1°C °C 8 * pro 1°C °C . # pro 1° 


80 us - 79 ae . ; 
38 i 118 39 5 36 
156 38 gi 155 37 37 
39 6 176 21* j 25* 
35 215 39 j 37 
254 24* 5 243 38 39 
290 36 32 —_ 

12 — 70 38 
51 39 ; 100 30* 
91 40 q 125 25* 
29* 166 41 
39 200 40 
200 41 76 257 41 


Globulin wurde zwischen 59 und 69°C erhitzt (Tabelle V1). Die 
dem EiweiBgehalt entsprechende Stickstoffmenge fiir einen Versuch 
war 0,256 g¢ N. Die Parallelversuche ergaben gute Resultate beziiglich 
der Knickpunkte, die den Koagulationspunkten (Tabelle X) entsprachen. 
Der Versuch 1 ergab Knickpunkte bei 63 und 66°C, der Versuch 2 
bei 63 und 65°C, der Versuch 3 bei 64 und 66°C. 


Pseudoglobulin (Tabelle VII) wurde zwischen 64 und 75°C erhitzt. 
Der Stickstoffgehalt fiir einen Versuch war 0,114 g¢ N. Es zeigten sich 
bei Versuch 1 Knickpunkte bei 69 und 71°C, bei Versuch 2 bei 69 und 
71°C, bei Versuch 3 bei 69 bis 70 und 72°C. 


Albumin (Tabelle VIII) wurde zwischen 60 und 76°C erhitzt. 
Der EiweiBstickstoffgehalt fiir einen Versuch war 0,0925¢ N. Die 
Versuche ergaben Knickpunkte, und zwar bei Versuch 1 bei 67 und 
72°C, bei Versuch 2 bei 66 und 72 bis 73°C, bei Versuch 3 bei 67 und 
71°C. 

Zur weiteren Kontrolle, ob die beobachteten Anderungen lediglich 
vom Koagulationspunkt abhingen, haben wir die Versuche in Gegen- 
wart solcher Stoffe ausgefiihrt, die die Koagulation beeinflussen. Wir 
untersuchten zuerst den EinfluB der Salze auf die Hitzekoagulation, 
und zwar die Angaben von Heinsius') und seinen Schiilern Aronstein’) 
und Kaiseritzky*) iiber das Verschwinden der Hitzekoagulation, bei 
dem durch lange Dialyse von Salzen befreiten Eiwei8. Untersucht 


') Pfliigers Arch. 8, 75, 1874. 
2) Ebendaselbst 9, 514, 1874. 
8) Dissertation Dorpat, 1882. 
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wurden Globulin und Albumin, die 8 und 6 Wochen gegen destilliertes 
Wasser dialysiert wurden. Nach der Beendigung der Dialyse koagulierte 
Gilobulin wie friiher, das Albumin aber koagulierte iiberhaupt nicht 
beim Erhitzen, zeigte eine schwach alkalische Reaktion und gab bei 
der Untersuchung der Volumeninderungen beim Erwirmen keinerlei 
Knickpunkte (Tabelle IX). Nur der Versuch 2 ergab bei 79°C einen 
schwachen Knickpunkt, wobei aber eine schwache Opaleszenz eintrat. 
Wir untersuchten dann mit Riicksicht auf die Angaben von Sebelien') 
und Pauly-Handovsky?), beziiglich der Einwirkung von Salzen auf die 
Hitzekoagulation, ob nach Zusatz von Salzen der Denaturierungspunkt 
mit dem Koagulationspunkt vor dem Salzzusatz zusammenfallt (laut 
Annahme von Pauly) oder mit dem nach dem Salzzusatz. Wir ver- 
glichen zuerst die Hitzekoagulationspunkte der einzelnen Eiweibstoffe 
vor und nach dem Salzzusatz (Tabelle X) und dann die Volumen- 
anderungen bei den betreffenden Punkten (Tabelle XI). 


Tabelle 1X. 
Albumin. 





Versuch 1 Versuch 2 


r 0 PC °C 8 (* pro 1°C 


67 35 

38 

45 

200 50 

0 a 

42 42 

96 54 
30* 

52 


Tabelle X. 





Salztrei +1 proz. NaCl + 5proz. NaCl 
cc Cc Cc 


Globulin, Opaleszenzpunkt. . . . 65 68,5 

Koagulationspunkt . a 6 71 72.4 

Pseudoglobulin, Opaleszenzpunkt ‘ il, 67 69.5 
Koagulationspunkt 76 78 

Albumin, Opaleszenzpunkt . : 5 69 69,5 


. Koagulati« mspunkt . 79 79—80 


1) Zeitschr. f. Physiol. 9, 445, 1885. 
2) Hofmeisters Beitr. 11, 414, 1908. 
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Tabelle XI. 

; 2. Globulin + Iproz. 3. Pseudoglobulin 4. Pseudoglobulin 

1. Globulin entsteel NaCl | salzfrei + Iproz. NaC! 
ee * pro ina & pro 4 # pro . & pr 

( 2 ‘ °°] s "UU 

wc : ee we | ** wc . : 19¢ 

61 4 _- 62 2 -- 64 l -—— 66 3; —_— 
62 4! 37 63 41 39 65 40 39 67 43-39 
63 66 25* 64 79 38 66 72 32 68 82 40 


64 102-36 65 113034 67 107) 35 69 119 (37 
65 126 24* 66 140 =27* 68 146 39 70 147 38 


66 165 =39 67 17535 69 187 41 71 18235 
67 203 «(38 68 211 36 70 225 38 72 221 3Y 
68 242 «39 69 234 | 23* 71 253 28* 73 261 40 
69 283 = 4 70 274 42 72 29341 7 287 | 26° 
— — — — — — —- _ _ 75 329 8642 


Die Versuche ergaben entgegen der bisherigen Annahme, daB de: 
Knick (Denaturierungspunkt) mit dem Koagulationspunkt bei Salz- 
zusatz zusammenfallt. 

Wir untersuchten dann die Wirkung von Formaldehyd auf dic 
EiweiBstoffe, da, wie schon in der Einleitung erwahnt wurde, laut 
Blum"), Schwarz*) und Memaretti*), Formaldehyd in  geringere: 
Konzentration die Hitzekoagulation verhindert. Untersucht wur« 
Serum, Globulin und Pseudoglobulin. Die Versuche wurden in diese: 
Weise ausgefiihrt, daB je 100 ccm EiweiBlésung mit 4cem Formaliy 
versetzt und nach 3 bis 4 Stunden durch Erhitzen auf 40°C und nach- 
herige Evakuierung vom iiberschiissigen Formaldehyd befreit wurden 

Die Serumlésung koagulierte beim Erhitzen auf 100°C iiberhaupt 
nicht, wurde aber schon bei 60°C ganz gelatinés; in Fallen, wo wi: 
diese klare gelatinierte Serumlésung sehr lange (8 Wochen) gegen 
flieBendes Wasser dialysiert haben, war sie stark getriibt und nur 
schwach gelatinés. Die Priifung auf Volumenanderung beim Erhitzen 
konnte wegen dieser Triibung nicht durchgefiihrt werden. Wir haben 
es aber mit Erfolg versucht, bei den einzelnen mit Formalin behandelten 
EiweiBfraktionen die Priifung durchzufiihren. Bei den Untersuchungen 
der einzelnen EiweiBstoffe zeigte es sich, daB die Reaktion Formalin- 
EiweiB zumindest teilweise reversibel ist. Alle Versuche (Tabelle X11) 
ergaben Knickpunkte bei héheren Temperaturen wie die reinen Eiweib- 
stoffe. Dabei waren die erhaltenen Triibungen geringer, als sie dem 
EiweiBgehalt entsprachen. Erst wenn die Proben 1 Stunde im Wasserba:! 
gekocht wurden, koagulierte das Eiwei® fast vollstandig aus. 


') Zeitschr. f. phys. Chem. 22, 127, 1896/97. 
*) Ebendaselbst 31, 460, 1900/01. 
8) Arch. Farmokol. 14, 460, 1912. 
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Tabelle XII. 
Mit Formalin behandeltes Eiwei8. 





Versuch 1. Euglobulin Versuch 2. Pseudoglobulin Versuch 3. Euglobulin 


Cc 8 # pro °C Cc s # pro 18°C “Cc s « pro °C 


i2 12 
50 

89 

129 

167 

193 

233 

272 


212 


38 
39 
40 
38 
28* 
40 
39 


40 


68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 


‘ 
47 
86 
126 
149 
183 
210 
252 


293 


40 
39 
40 
23* 
34 
27* 
42 
41 


63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 


45 

83 
122 
148 
190 
231 
271 


212 


38 
38 
39 
26" 
42 
41 
40 
41 


Wir halten uns nach diesen Versuchen fiir berechtigt, mit Riicksicht 
auf die schon friiher betonte EinfluBlosigkeit der Fliissigkeitsvolumen- 
anderungen gegeniiber den Anderungen der Wasserdampftension in 
den beobachteten Versuchen, eine wahrend des Koagulationsaktes 
stattfindende Verminderung der Wasserdampftension anzunehmen 
und sie auf Verminderung des Wassers durch chemische Bindung zu 
beziehen. 

Es handelte sich nun darum, weitere chemische Kriterien der 
Hitzekoagulation der EiweiBstoffe zu finden. Solche fanden wir bei 
der Untersuchung der Alkalitaét und Aciditat vor und nach der Hitze- 
koagulation. Falls wir gleiche Mengen desselben EiweiBstoffes, von 
dem ein Teil auskoaguliert war, mit n/10 Salzséure titrierten, zeigten 
sich betrachtliche Unterschiede zwischen dem auskoagulierten und 
nicht auskoagulierten EiweiB (Tabelle XIII). Als Indikator wurde 
Alizarin verwendet. Die p,-Konzentration wurde auf Grund der 
Arbeiten von Sdrensen') und Michaelis-Rona*) iiber die Umschalts- 
punkte der Indikatoren bestimmt (Tabeile XIV). Untersucht wurden 
Serum, Globulin, Pseudoglobulin und Albumin mit Kosolsiure, Phenol- 


phthalein, Alizarin, Tropaéolin und Kongorot. Es zeigte sich eine 


Abnahme der p,-Konzentration und eine Zunahme der Alkalitdt beim 


auskoagulierten Eiweif. 
Wir haben dann, in Erwagung, ob nicht wahrend der Koagulation 
ein dialysabler Anteil abgespalten wird, folgende Versuche unternommen : 
Zweimal je 50 cem reiner Pseudoglobulinlésung (0,12 g N), von der 
ein Teil auskoaguliert war, wurden gegen destilliertes Wasser dialysiert. 


') Diese Zeitschr. 21, 201, 1906. 
*) Zeitschr. f. Elektrotechn. 1908, S. 251; diese Zeitschr. 28, 61, 1909; 
Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden 5, 2. Aufl. 
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Tabelle X11I. 
Alkalinitat. 





1. Serumlésung (N 0,0482 g). 


Nicht auskoaguliertes Serum... . 2,70*) 2,75 2,55 

Halb auskoaguliertes Serum ... . 3,00 3,10 3,20 

Ganz auskoaguliertes Serum... . 3,35 3,40 3,45 
2. Globulin (N 0,0203 g). 

Nicht auskoaguliertes Globulin . . . 0.52 0,56 0,55 

Ganz auskoaguliertes Globulin . . . 1,30 1,32 1,28 

3. Pseudoglobulin (N 0,0128 g). 

Nicht auskoaguliertes Pseudoglobulin 0,63 0,65 0,66 

Auskoaguliertes Pseudoglobulin . . 0,96 0,92 0.97 
4. Albumin (N 0.0164 g). 

Nicht auskoaguliertes Albumin. . . 1,38 1,42 1,43 

Auskoaguliertes Albumin ..... 1,90 1,86 1,92 


*) Diese Zahlen beziehen sich auf Kubikzentimeter n/10 HCl, die fiir einen Versuch 
verbraucht wurden; die N-Zahlen auf die Menge des Eiweifstickstoffs fiir einen Versuch. 


Tabelle XIV. 
Py-Konzentration. 





Indikator Nicht koaguliert Koaguliert 


]. Serumlésung. 


Phenolphthalein . .. . — 1,10-° 
Rosolsture ...... 1,10-4 1,10-* 
P< a =. 6 = 110-4 1,10-° 
4s 6 ee 1,10-5 1,10-1! 
PR a. Sasa Boa 1,10-5—1 10-1 
2. Globulin. 
PD 2's «es 8 1,10-4 1,10-* 
ee ee 110-4 110-5 
EE ig. oa 110-6 110-° 
Wee Ss ais sy 1,10-5—1,10-% 
3. Pseudoglobulin. 
ee 1,10-¢ 110-8 
AER 6 6 wie ee 110-4 1,10-° 
CT “Se eee 1,10-¢ 1,10-° 
Kongorot 2 1,10-5—1, 10-1 
4. Albumin. 
ee ee 110-4 1,10-* 
ce a 1,10-5 
+ « os «+» ~« 1,10-6 1,10-° 
Seeee Sa de 2s 1,10-5—1,10-15 


In Abstanden von 3 bis 4 Tagen wurde das Wasser gewechselt und der 
Stickstoffgehalt bestimmt. Die Versuche ergaben folgende Resultate : 

Erste Fraktion (3 Tage dialysiert): Das Wasser wurde mit etwas 
HCl angesaéuert und bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand wurde 
kjeldahlisiert und der Stickstoffgehalt bestimmt. Das Dialysat der 
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auskoagulierten Fraktion enthielt 0,4 mg Stickstoff, der nicht aus- 
koagulierten 0,2 mg Stickstoff. 

Die zweite Fraktion (3 Tage dialysiert) wurde wie oben behandelt. 
Das Dialysat des auskoagulierten Pseudoglobulins ergab 0,18 mg 
Stickstoff, des nicht auskoagulierten 0,1 mg Stickstoff. 

Dritte Fraktion 4 Tage dialysiert und wie oben behandelt. Die 
Dialysate zeigten fast keine Unterschiede im Stickstoffgehalt (0,08 
und 0,09 mg Stickstoff). Es zeigte sich bei diesem Versuch, daB bei 
der Koagulation eine sehr geringe Menge stickstoffhaltiger Substanzen 
dialysabel gemacht worden ist, doch miissen wir die gefundenen Werte 
als innerhalb der natiirlichen Fehlergrenzen liegend ansehen. 

Weiter ergab der Vergleich der Chinon- und Ninhydrinreaktion 
auf Aminosauren zwischen koagulierten und nicht koagulierten EiweiB- 
stoffen keinen Unterschied. Beziiglich des Gehaltes an freien Amino- 
siuren sei auf den weiteren Teil der Arbeit verwiesen. 

Eine Reihe weiterer Untersuchungen bezog sich auf die Konstatie- 
rung der in Alkohol und Ather léslichen Substanzen und wurde in dieser 
Weise ausgefiihrt, daB von zwei gleichen Mengen desselben EiweiB- 
stoffes ein Teil auskoaguliert verwendet wurde. Zur Behandlung 
gelangten Serum, Globulin, Pseudoglobulin und Albumin. Das Serum 
(Tabelie XV) wurde, um es von den atherléslichen Beimengungen zu 


befreien, vor der Verwendung so lange mit Ather ausgeschiittelt, bis 
der Atherextrakt fast keinen Riickstand zuriicklieB. 


Der Eiwei®stickstoffgehalt fiir einen 


Serumversuch..... . . . 0,5830g N 
Globulinversuch. . . .. . . 0,2550g N 
Pseudoglobulinversuch. . . . 0,1410g N 
Albuminversuch ..... . 0,1255g N 


Von zwei gleichen Mengen jedes. EiweiBstoffes wird ein Teil 
(méglichst feinflockig, durch langsames Erwarmen und Schiitteln) 
auskoaguliert, dann wurden beide’ Teile mit der vierfachen Menge 
96proz. Alkohols gefallt, filtriert und mit Alkohol nachgewaschen. 
Das Filtrat wurde eingedampft, dann wieder mit Alkohol aufgenommen 
und bis zur Gewichtskonstanz im Trockenschrank bei 80° C getrocknet. 
Der Riickstand der Alkoholfallung wurde mit Ather ausgeschiittelt, 
der Ather abfiltriert. Der Atherextrakt wurde bis zur Trockne ein- 
gedampft, der Riickstand wurde wieder mit Ather aufgenommen und 
dann bis zur Gewichtskonstanz im Trockenschrank getrocknet. Die 
nach der Atherextraktion zuriickgebliebenen Riickstande der nicht 
koagulierten Eiweifstoffe lésten sich zum gréBten Teil wieder im 
Wasser und koagulierten beim Erhitzen, da die Einwirkungszeit des 
Alkohols auf die EiweiBstoffe méglichst kurz war. 
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Tabelle XV. 
Alkohol- und Atherextrakte. 





1, Serum, 
Alkoholfraktion des auskoagulierten Serums . . | 0,1888 0.1858 0.1866 
- » hicht auskoagulierten Serums | 0,1875 0,1863 0,1869 
Atherfraktion des koagulierten Serums... . . | 0,0805 0.0798 0,080) 
nicht koagulierten Serums . . | 0,0689 0.0691 | 9.0686 
2. Globulin. 
Alkoholfraktion des koagulierten Globulins . . . 0,0476 00472 0.0478 
- » nicht koagulierten Globulins 0.0482 0,0469 0.0475 


Atherfraktion des koagulierten Globulins . . . . 06,0316 0,0321 0,0319 
nicht koagulierten Globulins , 0,0280 0.0275 0.0268 


bal ” 


3. Pseudoglobulin. 
Alkoholfraktion des koagulierten Pseudoglobulins  0,0337 0.0361 0,0349 


i des nicht koagulierten “ 0.0346 0.0345 0,035! 
Atherfraktion des koagulierten Pseudoglobulins . 0,0151 | 0,153 0.0153 
des nicht koagulierten " . 00133 0141 0.0137 


” 


4. Albumin. 


Alkoholfraktion des koagulierten Albumins, . .  0,0468 | 006452 0,0460 
- . nicht koagulierten Albumins 0,0478 0,0465 0.0472 


Atherfraktion des koagulierten Albumins. . . . 00137 0.0143 0.0141 

A . nicht koagulierten Albumins , 0.0082 0.0087 0.0085 

Wahrend die Riickstande der Alkoholfraktionen der auskoagulierten 
und nicht auskoagulierten EiweiBstoffe (Tabelle XV) einander fast 
gleich waren, zeigten die Atherriickstande des Serums, Globulins und 
Albumins (Tabelle XV) ein Plus zugunsten der auskoagulierten Fraktion. 
Die Atherriickstinde des Pseudoglobulins zeigten ebenfalls diesen 
Unterschied, doch war er ziemlich gering. Um uns klar zu werden, 
welche Stoffe die Zunahme der koagulierten Fraktion bedingt, ver- 
suchten wir, mit Hilfe eines quantitativen Untersuchungsganges die 
Zunahme in den einzelnen Fraktionen zu isolieren. Die Atherfraktionen 
von Serum wurden (Tabelle XVI) in ein paar Tropfen Ather gelést, 
mit Aceton im UberschuB versetzt und filtriert. Der in Aceton unlésliche 
Teil wurde wieder mit Ather aufgenommen und bis zur Konstanz 
getrocknet und gewogen. Der in Aceton lésliche Teil wurde nach Ver- 
jagung des Acetons am Wasserbad mit heibem, 75proz. Alkohol extra- 
hiert. Der Riickstand wurde mit n/100 Kalilauge titriert und nach 
der Titration mit alkoholischer Kalilauge verseift und mit Ather 
extrahiert. Nach der Extraktion wurden die Seifen mit Phosphorsaure 
im UberschuB versetzt und die frei gewordenen Fettséuren mit Ather 
extrahiert. Die Atherfraktionen von Globulin (Tabelle XVI) und 
Albumin (Tabelle XVII) wurden ebenso behandelt und gaben, wie die 
Tabellen (XVI und XVII) zeigen, gleiche Resultate. Die in Aceton 
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Tabelle X V1. 


Serum. 





Koaguliert Nicht koaguliert 


Versuch Versuch 


2 3 1 2 


Sr 0.0805 0.0798) 0.0801 0.0689 0.0691 0.0686 
In Aceton unléslich . . . . . .  0,0072 0,0069) 0,0071 0,0074 0.0068 0,0073 
- léslich . . « 00025 0,0718 0.0726. 0.0610 0,0615 0.0612 
In heiBem Alkohol léslich . . . 0.0346 0,0339) 0,0341 0.0329 0.0336 0.9334 
unléslich . . 0.0366) 0.0358! 0,0368 0.0274 0.0270 0.0272 

cem nj 100 KOH aa - « 138 3.3 3.5 2.7 285 (28 
Atherextrakt nach V erseifung . . 0.0233) 0.0229 0.0235 0.0183 0.0180) 0.0182 
Atherextrakt nach Ansauerung.  0,0137! 0.0128 0.0134 0,0095 0.0091! 0,0093 


Tabelle X VII. 
Globulin. 





Koaguliert Nicht koaguliert 
Versuch Versuch 
2 2 
f 
Atherfraktion . . - . +. « « 0,0316 0.0321 0,0319 0.0278) 0.0275 0,0268 
In Aceton unldslich - . + +. « 00,0049 00041 0,045 | 0,0039) 0.0043 0.0041 
‘~ léslich . . . . . ~ . 0.0266 0.0274 0,0275 0,0237, 0.0230 0.0229 
ee om n/l00 KOH ... . 125 2.7 2.6 2.2 21 2,1 
Atherextrakt nach Verseifung . . 0,0158 0.0175 0,0175 0,0151 0.0148 0,0146 
Atherextrakt nach Ansfuerung. 0,0096 0,0099 0,0097 0,0078 0,0074 0,0075 


Tabelle XVIII. 
Albumin. 





Koaguliert Nicht koaguliert 
Versuch Versuch 


? 2 


Atherextrakt ........ . ©0137 0.0143 0.0141 0,0082 0,0087 0,0085 
Aceton, unléslich . . . . . . . 0.0019 0.0016 0.0017 0.0013 0.0014 0.0013 
™ Pe O.OLLS 0.0127 0.0123 0.0067, 0.0071 0,0072 
em nj/l00O KOH ... . 13 12 13 09 08 08 
Atherextrakt nach Verseifung . . 00076 0.0069 0.0075 0.0041 0.0942 0.0048 
\therextrakt nach Ansiuerung. | 0,0043 0,0046 0.0048 0,0025 0,0028 0.0023 


uwnléslichen Fraktionen waren schwach stickstoffhaltig, wurden aber, 
ebensowenig wie die in Alkohol léslichen Serumfraktionen nicht weiter be- 
handelt, wegen der fast gleichen Mengen zwischen den auskoagulierten und 
nicht auskoagulierten Fraktionen. Die nach der Verseifung in den Ather 
iibergegangenen Teile stellten sich unter dem Mikroskop als Gemenge 
lar, von dem ein kristallinischer Bestandteil bei 39°C seinen Schmelz- 
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punkt hatte. Es wurde mit dieser Fraktion eine Reihe Reaktioney 
vorgenommen, um tiber die der vorhandenen Stoffe einen Aufschlus 
zu gewinnen. Von diesen waren Molischs Reaktion auf Kohlenhydrate 
Biuretreaktion, Millonsreaktion, Tryptophanreaktion (mit formaldehyd. 
haltiger Salzsiure) und Chinonreaktion negativ, die Xanthoprotein- 
reaktion positiv. Weitere Untersuchungen konnten wir, der geringen 
Substanzmenge wegen, mit diesen Fraktionen nicht ausfiihren. Di 
nach der Versetzung mit Phosphorsaure, mit Ather extrahierten Lésungen 
waren schwach sauer (gegen Lackmus) und bestanden bei Globulin 
aus einem Gemenge von zwei Stoffen, deren Schmelzpunkte bestimmt 
wurden. Die Schmelzpunkte der wahrscheinlich aus Fettsiuren be- 
stehenden Stoffe waren bei Globulin bei 34°C und bei 68°C, was der 
Caprinsaéure und Stearinséure entsprechen wiirde. Bei Albumin bestand 
diese Fraktion nur aus einer bei 33°C schmelzenden Substanz, bei 
Serum aus einem Gemenge, von dem ein in mikroskopischen Nadeln 
kristallisierender Teil bei 116°C seinen Schmelzpunkt hatte. 

Als Gesamtergebnis dieser Untersuchungen ergibt sich, daB die 
Atherfraktionen der koagulierten EiweiBstoffe eine Vermehrung gegen- 
iiber den nicht koagulierten zeigen. Von dieser ist ein Teil mit alkoholi- 
scher n/100 KOH titrierbar, besteht also hauptsichlich aus mit 
alkoholischer Kalilauge verseifbaren Stoffen. Um aber zu entscheiden, 
ob die Vermehrung auf Abspaltung von Stoffen aus dem EiweiBmolekiil 
beruht [da Alkohol bei langerer Einwirkung laut Lepeschkin') eine 
ahnliche Denaturierung herbeifiihrt wie die Hitzekoagulation], wurde 
folgender Versuch unternommen: Albuminlésung wurde so lange mit 
Ather ausgeschiittelt, bis der Atherextrakt fast keinen Riickstand 
zuriicklieB. Nach der Extraktion wurden zweimal je 100 ccm der Lésung 
auskoaguliert und dreimal mit je 100 ccm Ather extrahiert. Dasselbe 
wurde mit zweimal je 100 ccm nicht koagulierten Albumins ausgefiihrt 
als Vergleichslésung. Die Atherextrakte wurden eingedampft, wieder 
mit Ather aufgegenonimen und zur Konstanz getrocknet (Tabelle XIX) 
Die Riickstande waren schwach sauer und wurden mit n/100 alkoholi- 
scher Kalilauge titriert. Die auskoagulierten Fraktionen verbrauchten 
0,45 und 0,5cem n/100 alkoholischer Kalilauge, die nicht auskoagu- 
lierten je 0,1 cem n/100 alkoholischer Kalilauge. Durch diese Versuch: 
erscheint erwiesen, daB bei der Hitzekoagulation der EiweiBstoffe eine 
geringe Menge atherléslicher Stoffe wahrscheinlich abgespalten wird 

Um die Zunahme der Alkalitaét zu erklaren, wurden in je 10 cmm 
Globulinlésung und Pseudoglobulinlésung und in je 5cem Albumin. 
lésung, von denen ein Teil auskoaguliert war, die Aminogruppen nac!: 
Sérensen bestimmt. Der Eiweifstickstoffgehalt fiir einen Versuch war 


1) Kolloidchem. Zeitschr. 82, 37, 1923. 
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Tabelle XIX. 





Versuch 
l 2 
Atherfraktion des auskoagulierten Albumins . 0.0055 0,0065 
. nicht koagulierten  , “— 0,0015 0,0012 


bei Globulin 0,0512 ¢ N, bei Pseudoglobulin 0,0282 g N und bei Albumin 
0.01642 N, 
Tabelle XX. 
Sdérensentitrationen (ccm n/10 KOH). 





Koaguliert Nicht koaguliert 


1. Globulin. 


1. Versuchsreihe . . . 1,80 1,70 
2. se as " 1,85 1,68 
2. Pseudoglobulin. 
1. Versuchsreihe . . . 2,14 1,95 
2. Ms Pete 2.21 1,98 
3. Albumin. 
1. Versuchsreihe ... 6,16 0.89 | 
2. * . we % 1,06 0.86 


Die Sérensentitrationen ergeben eine Zunahme freier Amino- 
gruppen im auskoagulierten Eiwei8. Man muB also dieses Freiwerden 
von Aminogruppen als chemischen Effekt der Hitzekoagulation ansehen. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB wir fiir unsere Annahme 
eines chemischen Wesens der Hitzekoagulation eine Reihe analytischer 
Beweise finden konnten. Wir glauben durch unsere Arbeit folgende 
chemische Anderungen bei der Hitzekoagulation der Eiweifstoffe 
nachgewiesen zu haben: 

1. Wasseraufnahme, 

2. Zunahme der Alkalitat, 

3. Abnahme der Aciditat, 

4. Zunahme der freien Aminogruppen, 

5. Abspaltung oder leichtere Abspaltbarkeit atherléslicher Sub- 
stanzen, insbesondere Fettsauren, 

6. Zusammenfallen des Denaturierungspunktes bei Salzzusatz mit 
dem neuen Koagulationspunkt. 

Es handelt sich also bei der Hitzekoagulation der Eiweibstoffe 
um eine Wasseraufnahme, die mit einer Zunahme der Alkalinitat und 
der freien Aminogruppen, Abnahme der p,,-Konzentration verbunden 
ist. Es erscheint naheliegend, diese Anderung auf eine Aufspaltung 
einer betainartigen Bindung zu beziehen. 


Biochemische Zeitschrift Band 167. 












Zur Kenntnis des Chemismus der Seruminaktivierung. 
Von 
E. Freund und B. Lustig. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des Rudolfspitals in Wien III. 


(Eingegangen am 5. November 1925.) 


Im auffallenden Gegensatze zu dem Reichtum an physiologischen 
und pathologischen Wirkungen, die die moderne Serologie gelehrt hat, 
steht die Geringfiigigkeit der Kenntnisse, die wir iiber den chemischen 
Mechanismus der dabei in Betracht kommenden Reaktionen besitzen 
Ist dies einerseits bei der Vielfaltigkeit und Kompliziertheit der ein- 
zelnen dieser Reaktionen erschwert, so erscheint andererseits ein 
Einblick in das chemische Geschehen beim Studium der Verhinderung 
der Serumreaktionen erleichtert, denn so mannigfaltig auch die dies- 
beziiglichen Eigenschaften des normalen und pathologischen Serums 
sein mégen, eine Erhitzung auf 60°C durch wenige Minuten bringt 
diese ganz zum Verschwinden. 

Fiir die chemische Erklarung dieser Inaktivierung fallen alk 
tieferen chemischen Eingriffe weg, man kann héchstens an eine Ester- 
spaltung, eine Verseifung, Lactambildung oder -bindung usw. oder an 
eine Bindung oder Abspaltung der Elemente des Wassers denken. 

Von diesen Méglichkeiten erschien uns die Priifung des letzten als 
das Nachstliegende. 

Als Methode zum Nachweis einer bei der Inaktivierungstemperatur 
erfolgenden Aufnahme oder Abgabe von Wasser haben wir, da die 
Eruierung auf dem Wege der Trocknung sowie durch Sattigung mit 
wasserléslichen Farbstoffen leicht Fehlerquellen in sich schloB4), div 
Beobachtung der Wasserdampftension wahrend der Erwairmung gewah!t 

Wenn man ein Kélbchen mit aufgesetzter horizontaler Kapillare, 
die mit einem Quecksilbertropfen verschlossen ist, erhitzt, so muB der 
Quecksilbertropfen um so weiter wandern, je mehr die Fliissigkeit, 
der Wasserdampf und die eingeschlossenen Gase sich ausdehnen. Da 





') Siehe E. Freund und B. Lustig, diese Zeitschr. 167, 355, 1925. 
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die Fliissigkeitsausdehnung gegeniiber der Ausdehnung des Wasser- 
dampfes geringfiigig und meBbar ist, die in der Filiissigkeit ein- 
geschlossenen Gase durch Erwairmung auf 40°C und darauffolgende 
Evakuierung entfernt werden konnten, die Luft beim Erwiarmen nur 
eine regelmaBige Zunahme zeigen konnte, so diirften UnregelmaBig- 
keiten der Ausdehnung bei der Inaktivierungstemperatur nur darauf 
bezogen werden, daB eine Vermehrung oder Verminderung des Wasser- 
dampfes eingetreten sei bzw. das Wasser vermehrt oder vermindert 
worden sei. 

Es kam also nur darauf an, die regelmaBige und ungestérte Er- 
wirmung unter allen Kautelen auszufiihren. 

Zu diesem Zwecke wurde in einem geraumigen, mit einer Glaswand 
versehenen Brutkasten auf einem Olbad ein 50 ccm fassendes Kélbchen 
mit seitwarts eingeschliffenem Thermometer mit !/,)°C-Skala mit der 
jeweiligen Untersuchungsfliissigkeit gefiillt und vorsichtig erwarmt. 
Kinige Grade vor Erreichung der Inaktivierungstemperatur wurde ein in 
den Halsschliff passendes recht winklig gebogenes Kapillarrohr, an dessen 
Anfang sich ein Quecksilbertropfen befand, aufgesetzt und dann der 
Apparat so langsam erhitzt, dab es etwa 5 Minuten fiir die Erhéhung 
der Temperatur um 1°C bedurfte. | 

Zur Priifung der Apparatur und zur Vermeidung etwaiger Versuchs- 
fehler wurden destilliertes Wasser (Tabelle I, Versuch 1 bis 2) und 
0.85proz. Kochsalzlésung (Tabelle I, Versuch 3) erhitzt, und diese 
ergaben die in der Tabelle I ersichtlichen Resultate. 


Tabelle I. 


Die Dampftensionszunahmen des destillierten Wassers und der 
Kochsalzlésung. 





1. destilliert Wasser 2. destilliert Wasser 3. OS5proz. NaCl-Lésung 


°C s*) d**) Cc ® d °c s d 


46 — +O 12 61 41 

80 34 51 44 32 62 76 
112 32 52 76 35 63 11] 
145 33 53 107 31 4 147 
178 33 ot 140 33 65 181 
212 34 55 174 34 56 220) 
248 36 56 208 34 67 258 
285 37 57 245 37 68 298 
321 36 58 283 38 

*) « ist gleich Weg in mm. **) d ist gleich Weg in mm pro 1°C Einheit 


Um zu sehen, ob die Wasseraufnahme oder -abgabe tatsiachlich 
sich durch Vermehrung oder Verminderung der Wasserdampftension 
dokumentieren, wurden zuniichst Stirkelésungen unter den an- 

25° 
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gegebenen Bedingungen erhitzt, da bei der Starke laut Samec *) eine 
Wasseraufnahme bekannt ist, und ihr bei 58°C liegender Quellpunkt 
nahe der Inaktivierungstemperatur liegt (Tabelle L1). 


Tabelle 11. 
Die Dampftensionszunahmen einer 6proz. Starkelésung. 





1. Versuch 2. Versuch 
°C P d °C 8 d 
49 60 50 20 _—e 
50 95 35 51 45 25 
51 130 35 52 55 10 
52 140 10* 53 65 10* 
53 160 20 54 90 25 
54 180 20 55 125 35 
55 195 15* 56 135 10* 
56 210 15 57 165 30 
57 235 25 58 190 25 
58 270 35 59 220 30 


Nachdem durch diese Versuche erwiesen war, daB Wasseraul- 
nahme oder -abgabe bei unserer Versuchsanordnung sich als Knick der 
Wasserdampftensionskurve iuBert, sind wir an die Untersuchung 
normaler Sera herangegangen (Tabelle ITI). 


Tabelle 111. 


Die Dampftensionszunahmen normaler Sera. 





1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 

“Cc | 2 d °C * d 0¢ 2 d 
50 3 46 52 23 — 51 1] —- 
51 49 46 53 57 34* 52 52 41 
52 93 44 54 100 43 53 9] 39 
53 121 28* 55 122 22+ 54 119 2s" 
54 165 44 56 161 39 55 16) 42 
55 196 31* 57 201 40 56 201 46 
56 241 45 58 243 42 57 244 43 
57 284 43 59 286 43 


Wie aus der Tabelle ITI ersichtlich*), zeigen die Sera beim Erhitzen 
auf 53 und 56°C Verminderungen der regelmaBigen Zunahmen de 
durch den Quecksilbertropfen abgeschlossenen Dampfvolumens. Div- 
selben finden bei verschiedenen Seren, nicht genau bei denselben Grade: 


1) Samec, Chem. Centralbl. 1912, 1384. 

2) Eine Reihe gleichlautender Versuche mit destilliertem Wasser. 
Starkelésung und normalem Serum wurden im hiesigen Laboratoriu 
von E. Bruckner ausgefiihrt und ergaben gleiche Resultate. 
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eine statt, sondern um | bis 2°C schwankend, was wohl auf die spezifischen 
yunkt Milieuverhaltnisse der einzelnen Sera zuriickgefiihrt werden muB. 
In allen Fallen ergab aber die Wiederholung der Erhitzung mit schon 
euumal erhitztem Material (Tabelle IV, Versuch 1) Resultate, die denen 

des destillierten Wassers gleich waren (Tabelle TV, Versuch 2). 


Tabelle IV. 
Pferdeserum. 





1. Versuch 2. Versuch 


s ‘Cc 2 


21 8 
23 44 43 
57 34 f 77 
100 3 103 
122 + 56 140 
161 39 175 
201 40 5 213 
243 42 252 
‘aul- Hf 286 43 


der 


Nach diesen Feststellungen an den normalen Seren sind wir dazu 
iibergegangen, die Beobachtungen an Immunseris auszufiiliren. Zu 
diesem Zwecke wurden Diphtheriesera von verschiedener Immunkraft 


juny 


gewahit. In der Tabelle V sind die Resultate mit 50fachen Diphtherie- 
seren verzeichnet. 
Tabelle V. 


50faches Diphtherieserum. 





1. Versuch . Versuch 


¢ 


51 l _ 52 13 — 
52 29 28" 53 38 25° 
53 63 34 54 76 38 
b4 101 38 55 116 40 
55D 138 37 56 136 20° 
56 179 41 57 174 38 
57 205 26 58 216 42 
58 248 43 59 257 4] 
59 289 41 60 300 43 


wwe iv eS ae = | 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, zeigen auch die Immunsera 
Verminderungen der regelmaBigen Ausdehnungen im Versuch 1 bei 
52 und 57°C, im Versuch 2 bei 53 und 56°C. Der Umstand, daB die 
Verminderungen an zwei Stellen auftreten, ist vielleicht darauf zuriick- 
zuftihren, daB die Wasserbindung nicht nur an einer Stelle, sondern an 
verschiedenen Atomgruppen erfolgt. Es ist darin zunichst kein Unter- 
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schied zwischen den Verhaitnissen des normalen Serums und des 
Diphtherieserums zu konstatieren. Es zeigte sich jedoch ein Unter. 
schied zwischen den Normal- und Immunseren darin, daB die Wieder 
holung der Erhitzung bei schon einmal erhitztem Material (Tabelle V1 
Versuch 1) wieder einen, wenn auch schwachen, Knickpunkt bei 55° ( 
ergab. 
Tabelle VI. 
50faches Diphtherieserum. 





1. SOfaches Diphtherieserum 2. Wiederholung der Erhitzung 
"Cc ® d °C 8 d 
52 13 —- 51 ] — 
53 38 25" 53 38 37 
54 76 38 54 77 39 
55 116 40 55 115 38 
56 136 20 56 150 35* 
57 174 38 57 186 36 
58 216 42 58 226 36 
59 257 41 59 265 39 
60 300 43 60 307 42 


Einen weiteren Hinweis dafiir, daB der Vorgang mit der Ver-. 
nichtung des Immunvermégens im Verhaltnis steht, ergab die Unter- 
suchung eines hochgradigen (500fachen) Diphtherieserums (Tabelle VII) 


Tabelle VII. 
500faches Diphtherieserum. 





1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch 
Cc 2 d °C 2 d °C x d °C 2 d 
52 25 -- 50 21 -- 50 6 36 _ 


51 - 
53 63 38 51 5635 51 49 43 52 72 36 
54 83 20* 52 100.44 52 87 38 53 : 
55 i26 643 53 126 = 26* 53 lll 24* 54 150 = 4) 
56 157 31* 54 129 33 54 14736 55 191 4] 
57 197 40 55 186 = 27* 55 172 -25* 56 230 486339 
48 242 «45 56 224 «38 56 212 «+40 57 27 43 
59 286 44 57 264 7 57 254 42 
58 299 445 


Wie die Tabelle VII zeigt, sind die Verminderungen nicht nur 
stirker als bei den schwicheren Seren, sondern es zeigen sich auch 
bei der ersten (Tabelle VII, Versuch 2) und zweiten (Tabelle VII. 
Versuch 3) Wiederholung der Erhitzung mit der Substanz von Ta- 
belle VII, Versuch 1, ebenfalls Knicke. Erst die dritte Wiederholung 
(Tabelle VII, Versuch 4) ergab Resultate, die denen des destillierten 
Wassers gleich waren. 
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Chemismus der Seruminaktivierung. 


Wir diirfen daraus schlieBen, daB bei der Inaktivierungstemperatur, 
sowohl bei den Normalseren wie bei den Immunseren (bei diesen in 
erhédhtem MaBe), Wasserbindung stattfindet. 

Versuche, die unternommen wurden, um mit Hilfe von refrakto- 
metrischen Methoden Unterschiede zwischen aktiven und inaktivierten 
Seren festzustellen, ergaben Resultate innerhalb der Fehlergrenzen. 

Es wird Sache der weiteren Untersuchungen sein, nachzusehen, 
wieweit sich aus diesem Wasserbindungsvermégen, insbesondere 
bestimmter Fraktionen des Immunserums, eingehendere Erkenntnis 
liber den Chemismus der Aktivitét der Sera gewinnen lassen wird. 








Uber die Wirkung der durchdringenden Radiumstrahlen 
auf Serum- und Eialbumin. 


Von 
A. Fernan. 
(Aus der Radiumstation des Allgemeinen Krankenhauses in Wien.) 


(Eingegangen am 6. November 1925.) 


In zwei friiheren Mitteilungen!) war iiber die Wirkung der durch- 
dringenden Radiumstrahlung auf durch Dielyse salzfrei hergestelltes 
Serumalbumin berichtet worden. Bei hinreichend langer Bestrahlung 
von salzfreiem Serumalbumin tritt Gerinnung ein. Der Ausflockung geht 
die Denaturierung voraus, denn in der noch klaren, also augenscheinlich 
unveranderten Albuminlésung lieB sich der durch die Bestrahluny 
eingeleitete DenaturierungsprozeB an der allmahlichen Erniedrigung 
der Gerinnungstemperatur und leichteren Alkoholfallbarkeit erkennen. 
So zeigten Proben einer 1,2proz. Albuminlésung, welche sich un- 
bestrahlt bei 55° C triibte und nach einer Bestrahlungsdauer von 3 Tagen 
20 Stunden auszuflocken begann, 


nach 7stiindiger Bestrahlung beginnende Triibung bei 53° C 


» 24 - i e i » 49°¢ 
> 48 ’” % ? .? * . 47° ¢ 
a - a. . F » 47°C 


Salzgehalt verzégert, Uberschreiten eines Salzmaximums verhindert 
die Ausflockung vollstandig. Die Kurve, welche bei der gra- 
phischen Darstellung der zur Ausflockung notwendigen Bestrahlungs- 
dauer als Funktion der Albuminkonzentration erhalten wurde, war 
das Ergebnis der interferierenden Hemmungswirkung der zunehmenden 
Albuminkonzentration und des abnehmenden Salzgehalts und zeigte 
an, daB mit zunehmender Albuminkonzentration die zur Ausflockung 
notwendige Bestrahlungsdauer durch ein Minimum geht, welches 
0,5 bis 1 Proz. Albumin entspricht. Unterhalb dieser Konzentration 


1) Pauli und Fernau, diese Zeitschr. 70, 426, 1915; Kolloidzeitschr 
80, 6, 1922. 
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stieg die Bestrahlungsdauer viel steiler an als oberhalb derselben. Die 
Erklarung fiir dieses Verhalten war damit gegeben, daB die Albumin- 
ésung noch geringe Mengen Salz enthielt, welche trotz mehr- 
wéchiger Dialyse nicht vollstindig entfernt werden konnten. Die Ab- 
nahme der koagulierenden Strahlenwirkung ist bei den niederen 
Konzentrationen auf den durch die Verdiinnung hervorgerufenen 
verminderten Salzgehalt, bei den héheren Konzentrationen auf den 
steigenden Salzgehalt zuriickzufiihren. 

Es war demnach von Interesse, die Versuche mit Serumalbumin, 
welches im Paulischen Elektrodialysierapparat vollstandig salz- und 
viobulinfrei gemacht worden war, zu wiederholen und auf Eialbumin 
auszudehnen. 

Pauli und Adolf!) haben festgestellt, daB durch gewéhnliche 
Dialyse gereinigtes Albumin noch Globulin enthalt, welches infolge 
vorhandener Salzreste als Salzglobulin in Lésung bleibt. Mit fort- 
schreitender Elektrodialyse werden die geringsten Salzspuren heraus- 
veschafft und zugleich das Globulin bis auf die letzten Reste aus- 
veflockt und so eine absolut salz- und globulinfreie Albuminlésung 
fast von der Leitfahigkeit reinen Wassers erhalten. 

Wie man aus den folgenden Tabellen ersieht, verhalt sidh Serum- 
und Kialbumin gegeniiber der Radiumstrahlung verschieden. Wahrend 
Salz die Ausfiockung von Serumalbumin durch die Strahlung ver- 
zogert und auch ganz verhindern kann, laBt sich bei Eialbumin keine 
Schutzwirkung durch Salz nachweisen. Die Gerinnungstemperatur 
von salzfreiem Serumalbumin konnte durch hinreichend lange Be- 
strahlung von 49 auf 33°C, die des Eialbumins von 61 nur auf 52°C 
herabgedriickt werden. 

Die Bestrahlung wurde stets an 2,5ccm Albuminlésung vor- 
venommen; das 78-mg-Radiumelement in Form von 210 mg Radium- 
bariumsulfat enthaltende Glasréhrchen von der Wandstarke 1,1 mm 
war direkt in die Fliissigkeit eingetaucht, in welche es infolge seiner 
Schwere vollstandig versinken konnte. Die zu bestrahlende Albumin- 
lésung befand sich in einem etwa 5cm hohen, 15mm weiten Probe- 
réhrchen mit flachem Boden, so daB man einer intensiven Bestrahlung 
versichert war. Von 1,l-mm-Glas wird noch hinreichend £-Strahlung 
durchgelassen, welche vorwiegend an der Denaturierung des Eiweibes 
beteiligt ist. Die Wirkung der y-Strahlung ist bekanntlich keine primare, 
sondern auf die sekundare #-Strahlung, welche im durchstrahlten 
Medium erzeugt wird, zuriickzufiihren?). Diese Feststellung gilt 

') Beziiglich des Verfahrens vgl. Pauli und Adol/, diese Zeitschr. 152, 
360, 1924. 

2) Pauli und Fernau, Kolloidzeitschr. 20, 1917. 
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auch fiir die Réntgenstrahlung, denn 1 ccm der spater beschriebenen 
3,48proz. Eialbuminlésung mit einer Dosis von 150 H bestrahlt, wa: 
klar geblieben und keine Erniedrigung der Gerinnungstemperatu: 
derselben nachweisbar. Ebenso blieb 2,5proz. Serumalbuminlésun,y 
trotz Bestrahlung mit 180 H unverandert. 


Pauli und Mitarbeiter) haben in einer Reihe von Arbeiten weit 
gehende Unterschiede in physikalisch-chemischer Beziehung zwischen 
Ei- und Serumalbumin, insbesonders ein abweichendes Verhalten 
von Ei- und Serumalbumin in bezug auf Chlorbindung bei Salzzusatz 
festgestellt. Meine damit in Einklang stehenden Befunde zeigen, dai 
die konstitutiven Unterschiede der in den Léslichkeitsverhaltnissen 
ahnlichen EiweiBtypen auch bei der Strahlenwirkung des Radium. 
deutlich zum Ausdruck kommen. 


Versuche mit Serumalbumin. K = 4.10-5, 





Konzentration nKCl Bestrahlungsdauer bis zur 
Proz. ; beginnenden Flockung 
1,27 0 2 Tage 19 Stunden 
1,27 0,002 on? ae 
1,27 0,005 - -« = 2: 
1,27 0,01 7 e 
1,27 0,10 —_——— 25 
2,54 0 2 i. = " 
2.54 0.05 ae — 
2.54 0.10 14 | (keine Ausflockung) 


Fortschreiten der Denaturierung durch Bestrahlung. 





Konzentration Gerinnungs- 
n KCl Bestrahlungsdauer temperatur 

Proz. °C 
1,27 0 - 49,2 
1,27 0,002 49,2 
1,27 0,005 51 
1,27 0,01 - 52 
1,27 — 7 Stunden 48,4 
1,27 — 19 ‘“ 46,2 
1,27 - 53 i (im Flockungsfiltrat) 33 
1,27 164 i 26 
2.54 —- 49.8 
2,54 53 . 42 


Zunehmende Albuminkonzentration wirkt demnach dhnlich wie Salz 
als Strahlenschutz, wie aus der verlingerten Bestrahlungsdauer und ge- 
ringeren Erniedrigung der Gerinnungstemperatur hervorgeht. 


!) Diese Zeitschr. 1924 u. 1925. 
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enen Versuche mit Eialbumin. K = 6. 10-4. 
war . 
Konzentration nKCl Flockung nach 
ratur Proz. ; Stunden 
Suliv 
7 — 8 
1,74 0,05 8 
weit 1,74 01 8 
chen 174 0,50 8 
3,48 0 Ss 
ilten 
sat, Fortschreiten der Denaturierung. 
dal = = 
'ssen Konzentration Bestesblengedeuse Gerinnungstemperatur 
Proz. °C 
jum 
1,74 61 
1,74 5 Tage 52 
3.48 — 61,2 
3.48 2 Tage 52 
—— 3,48 xe 52 
3,48 i 52 


lcem 1,74proz. Eialbuminlésung wurde nach 12stiindiger Bestrahlung 
mit 2cem Wasser verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurde 1 cem durch 
0,25cem Alkohol gefallt, wahrend die unbestrahlte Verdiinnung 0,8 ccm 
erforderte. 








Uber den Wachstumsverlauf von Hefe in Wiirze. 


Von 


Oskar Ludwig. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Un:versitit 
Gottingen. ) 


(Eingegangen am 12. November 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wenn man das Wachstum héherer Pflanzen oder einzelner Teile der 
selben graphisch so darstellt, da8 man in einem rechtwinkligen Koordinaten 
system auf der Abszisse die Zeit und auf der Ordinate die zu den einzelnen 
Zeitwerten gehérigen jeweiligen GesamtwachstumsgréBen (nicht Zuwachs- 
gréBen) abtrigt, erhalt man eine S-férmig gekriimmte symmetrische Kurve, 
die sogenannte Wachstumskurve. Sie entspricht annihernd der von 


. i] : 
Robertson aufgestellten Formel: log 4 4, k (x—2x,), wobei k eine 
Konstante, y den zur Zeit x erreichten Ertrag, A den Endertrag und x, 
die Zeit bedeutet, bei der die Halfte von A erreicht ist. In ihrer Grundform 


geht diese Gleichung aus der Formel einer autokatalytischen mono 
a op 
molekularen Reaktion: d k .y(a—-y) hervor’). 
x 


Fiir Mikroorganismen ist nun ebenfalls schon verschiedentlich der 
Wachstumsverlauf, natiirlich nicht eines Individuums, sondern einer 
ganzen Kultur, graphisch dargestellt worden, z. B. von Carlson?) und von 
Euler und Lindner*), und die Formeln fiir ihre Kurven sind im Prinzip 


') Eine zusammenfassende kritische Darstellung der gegenwirtigen 
Sachlage und ein vollstandiges Literaturverzeichnis gibt Rippel in 
Wachstumsgesetze bei héheren und niederen Pflanzen (Sammlung Natur 
wissensch. u. Landwirtsch., 1925, Heft 3). 

2) T. Carlson, diese Zeitschr. 57, 313, 1913. 

3) H. Euler und P. Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Garung. Leipzig 1915. 
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dieselben, wie die von Robertson. Sie erhielten S-férmige Kurven, deren 
letzter Teil nach Erreichung einer Héchstzahl an Zellen der Abszisse parallel 
jauft. Diese Form soll nach Euler und Lindner') ,.nicht nur fiir die Ver- 
mehrung von Hefezellen, sondern von einzelligen Wesen iiberhaupt typisch* 
sein. Wie aber die folgenden Versuche zeigen werden, treten in Hefekulturen 
viel kompliziertere Verhaltnisse auf, die vorlaufig noch unter gar keine 
Formel zu bringen sind. Rippel*) macht schon darauf aufmerksam, daG 
man bei der Zahlung von Hefe eine asymmetrische Kurve erhalt, die nach 
rechts jah abbricht, und fiihrt auch bereits diese Erscheinung auf auto- 
lytische Vorginge zuriick. Das jaihe Absinken der Kurve bedeutet aber 
noch nicht das Ende des Wachstums in der Kultur. Es setzt vielmehr 
bald ein neues Ansteigen der Kurve ein, das sogar iiber den erst erreichten 
Héhepunkt hinausfiihrt. Nach einem wiederholten jahen Abbrechen kann 
sich diese Erscheinung wiederholen. Dieselbe Sachlage fand Meller*) bei 
Bacillus vulgaris. Sie gibt eine genaue Darstellung der ,,Keimzahlkurve™, 
wie sie sich ausdriickt, und verfolgt dabei auch den absteigenden und 
wiederholt ansteigenden Ast und diskutiert eingehend die Ursachen dieses 
Verhaltens. 


Uber rhythmische Erscheinungen bei Wachstum und Garung der 
Hefe** schrieb E. Kéhler*). Doch bedient er sich einer nicht zulissigen 
Methode, so da®B seine Ergebnisse nicht verwertbar sind. Er will das Nach- 
einander in einer Kultur in ein Nebeneinander auflésen, indem er z. B. 14 
oder mehr verschiedene Kulturen anlegt, jede mit einem anderen Zucker- 
oder Alkoholgehalt. Zu gleicher Zeit bricht er den Versuch ab und ermittelt 
durch Zentrifugieren die jeweils gebildete Hefemenge. Aus den so erhaltenen 
Werten zeichnet er dann eine Kurve, die den Verlauf des Wachstums in 
einer Kultur darstellen soll, ein Verfahren, das natiirlich nicht angiangig 
ist, da ja jede Kultur unter anderen, nicht vergleichbaren Wachstums- 
bedingungen gestanden hat und man nicht 14 oder mehr auf ganz ver- 
schiedener Grundlage gewonnene Werte in einer Kurve vereinigen kann, 
die einen einheitlichen Wachstumsvorgang darstellen soll. AKdhler recht- 
fertigt sein Verfahren folgendermaBen®): ,,Da durch die bei der Garung 
erfolgende Alkoholproduktion die Alkoholkonzentration dauernd zunimmt, 
miissen in jeder Kultur nacheinander die Zeitmomente eintreten, wo sie 
voriibergehend die gleichen Konzentrationen passiert, die die Kulturen 
mit héherer Anfangskonzentration aufzuweisen haben, und demnach miissen 
auch in jeder Kultur die gleichen Héhen- und Tiefenpunkte der Girungs- 
intensitat aufeinanderfolgen.‘‘ Das ist natiirlich ein Trugschlu8. Unter 
sonst gleichen Anfangsbedingungen herrschen in einer Kultur, der von 
vornherein z. B. 1 Proz. Alkohol zugesetzt wurde, ganz andere Verhaltnisse, 
als wenn in einer gleichen Kultur ohne Alkoholzusatz 1 Proz. Alkohol durch 
Garung gebildet worden ist, weil inzwischen ja die Nahrstoffkonzentration 
eine ganz andere geworden ist und Stoffwechselprodukte gebildet worden 
sind. Fiir gestaffelte Zuckergaben gelten ahnliche Uberlegungen. Ab- 


1) a. a. O., S. 254. 

2) a. a. O., 8S. 19. 

3) R. Meller, Centralbl. f. Bakt. IT, 64, 1, 1925. 

*) BE. Kéhler, diese Zeitschr. 106, 194, 1920; ebendaselbst 108, 235, 
1920; ebendaselbst 110, 128, 1920; ebendaselbst 111, 17, 1920. 

5) Diese Zeitschr. 108, 242. 





386 O. Ludwig: 


gesehen von der an sich falschen Methode miissen auch die Versuchsfehler 
sehr groB gewesen sein. Wie aus Abb. 2") hervorgeht, sind sogar zwischen 
Parallelreihen die Unterschiede so groB, daB keine einwandfreien Ergebnisse 
zu erwarten sind. Von den beiden am fiinften Tage abgebsochenen und 
in Tabelle I*) wiedergegebenen Parallelreihen sind in folgender Zu 
sammenstellung die Mittelwerte mit ihrem wahrscheinlichen Fehler be- 
rechnet, ebenso die Differenzen zwischen den einzelnen Kurvenpunkten 
nebst der ihnen nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz anhaftenden wahr 
scheinlichen Schwankung. Man sieht auch hier, da8 letztere in den meisten 
Fallen gréBer als die Differenz selbst ist. Mit solchem Zahlenmateria| 
kann man wohl nichts beweisen. 


Mathematische Auswertung der Aéhlerschen Tabelle I'). 





Mittelwerte aus Mittelwerte aus 
zwei Parallelreihen Differenzen zwei Parallelreihen Differenzen 


5. Tag 5. Tag 


23.2 4. 2.36 24.2 4 
23,0 + 1,69 21,8 4 
29.0 + 0.84 : 22.9 4 
30,3 + 0,63 seinek 26,5 4 
28,0 + 1,69 Rye Di. 23,5 

27.5 + 0.04 - 23.8 4 


26,2 + 2,24 > ea 16.8 4 
26.8 + 0,97 : 15.0 4 
25.0 + 0,00 they 10,6 4 
24.2 + 1,18 ah 23 4 





Fir die Feststellung der jeweiligen Zellenzah| kénnen verschiedene 
Verfahren in Anwendung kommen’). Da, wie schon Carlson*) erwahnt, 
die physiologischen Prozesse bei der einsetzenden Géarung ,,kein aus- 
schlieBlicher Ausdruck der Zellbildung“ sind, scheiden Verfahren wie 
die Bestimmung des unvergorenen Zuckers, des gebildeten Alkohols 
oder der entwickelten Kohlenséure von vornherein aus. Auch Prings- 
heim®) weist darauf hin, daB zwischen Zellvermehrung und Géarungs- 


1) Diese Zeitschr. 106, 197. 

*) Ebendaselbst 106, 196. 

3) Uber Methodik der Wachstumsmessung siehe Euler und Lindner, 
a. a. O., S. 258 ff. A. Klécker, Comptes Rend. des travaux du laborat. 
Carlsberg XIV, 1919. Derselbe, Die Garungsorganismen in der Theorie 
und Praxis der Alkoholgirungsgewerbe. Stuttgart 1906. 

*) a. a. O. 

5) H. Pringsheim, diese Zeitschrift 3, 191 ff., 1907. 
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verlauf kein proportionaler Zusammenhang besteht. Auch fiir das 
vielfach iibliche Abzentrifugieren mit nachfolgender Trockengewichts- 
oder Volumenbestimmung konnte ich mich nicht entschlieBen, da auf 
diese Weise die Anfangsstadien bei der geringen Aussaat von nur 20 
bis 30 Zellen nicht faBbar gewesen waren. Das bei Bakterien iibliche 
Plattenverfahren konnte wegen der GréBe der Hefezellen ebenfalls 
wegfallen, und das bequemere direkte Auszihlen unter dem Mikroskop 
bei mittlerer VergréBerung mit Hilfe einer Zahlkammer dafiir in An- 
wendung kommen. Euler und Palm!) zahiten mindestens zwei Proben 
und jedesmal 60 Quadrate; dann stimmten die Mittelwerte innerhalb 
| bis 5 Proz. Bei unseren Versuchen wurde nach einiger Einarbeitung 
die gleiche Genauigkeit erreicht; anfangs waren die Fehler vielfach 
gréBer (s. Tabelle IV). Alécker zihlt je 20 Quadrate in fiinf Proben. 
Pringsheim empfiehlt, mit der Zahlung neuer Proben so lange fort- 
zufahren, bis das neue Ergebnis den Durchschnitt der friiheren Resultate 
nicht mehr andert. Ich habe von jeder Probe nach entsprechender 
Verdiinnung tse emm voll ausgezéhit. In den folgenden Tabellen sind 
mit einer Ausnahme der Raumersparnis wegen nur die Mittelwerte 
aus je drei Zahlungen eingesetzt, umgerechnet auf lemm der un- 
verdiinnten Nahrlésung. Der ebenfalls angegebene wahrscheinliche 
Fehler?) gibt AufschluB iiber die Héhe der aufgetretenen Schwankungen. 
Allgemein werden zwei verschiedene Ergebnisse als gesichert angesehen, 
wenn sie auBerhalb der dreifachen wahrscheinlichen Schwankung liegen. 
Dieses Verfahren diirfte dem Pringsheimschen an Zuverlassigkeit nicht 
nachstehen. 


Euler und Palm*) verfolgten das Wachstum innerhalb einer Kultur 
mit 200 oder 500 ccm Nahrlésung, indem sie nach bestimmten Zeit- 
raumen nach starkem Umschiitteln mit einer Pipette Proben zum 
Auszihlen entnahmen. Dabei ist natiirlich die Infektionsgefahr sehr 
groB, und sie geben selbst an, daB oft mehr als die Halfte der Versuche 
aus diesem Grunde unbrauchbar wurde. AuBerdem diirfte kaum in 
der unverdiinnten Kulturfliissigkeit durch Umschiitteln wegen des auf- 
tretenden starken Schéumens ein einigermaBen gleichmaBiges Verteilen 
méglich sein. Auch ist es ein stark stérender Eingriff in das Wachstum 
der Kultur, wenn etwa alle 4 Stunden durch starkes Schiitteln die 
SproBverbinde auseinandergerissen und auch die Durchliiftungs- 
verhaltnisse gewaltsam geindert werden. Bei den folgenden Versuchen 


‘) H. Euler und B. Palm, Zeitschrift f. phys. Chemie Sl, 59, 
1912. 

2) Berechnet nach den Angaben in Th. Pfeiffer, Der Vegetations- 
versuch, 8. 235. Berlin 1918. 

%) a. a. O. 
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wurden daher mit Watte verschlossene Reagenzgliser von 1 em Durch. 
messer als KulturgefaBe genommen, und als Nahrfliissigkeit je 10 ccm 
Wiirze mit einem Maltosegehalt von etwa 9 Proz. 40 bis 50 solcher 
Réhrehen wurden nach der iiblichen Sterilisation in strémendem 
Dampfe mit je nur etwa 30 Hefezellen geimpft, um bei den spateren 
Rechnungen die Impfmenge vernachlassigen zu kénnen. Die ganz 
Serie wurde dann ohne Stérung bei konstanter Temperatur gehalten 
Zu den aus den Tabellen und Kurven ersichtlichen Zeiten wurden drei 
wahllos herausgegriffene Réhrchen zusammengegossen, das Ganze im 
MeBkolben mit Wasser aufgefiillt, je nach der zu erwartenden Zellen. 
zahl, wobei die Kulturréhrehen griindlich ausgespiilt wurden, und nach 
griindlichem Umschiitteln dreimal '/,, emm ausgezéhlt. Die Verdiinnung 
wurde zur Vereinfachung des Ziahlens so stark eingerichtet (in den 
letzten Stadien bis zu 4 Liter in einer weithalsigen Glasflasche), daf 
1/,9cmm von ihr héchstens 100 bis 120 Zellen enthielt. Durch Schlager 
mit einem Glasstab und kriftiges Schiitteln gelang es, ohne Zusatz 
von Sauren die SproBverbande so weit zu zerteilen, daB héchstens zwe 
oder drei Zellen mitunter noch zusammenhingen. Das Verdiinnen der 
gesamten Kulturfliissigkeit scheint mir genauere Resultate zu liefern 
als das einer abpipettierten Menge, da eine gleichmaBige Verteiluny 
der Zellen in der unverdiinnten Kulturfliissigkeit viel schwerer zu er- 
reichen ist als in einer starken Verdiinnung, und daher schon die Probe 


entnahme eine groBe Fehlerquelle darstellt, die zu den Schwankungen 
der Zahlproben noch hinzutritt. Das Umschiitteln wurde vor der 
zweiten und dritten Zahlung wiederholt. Die Probeentnahme erfolgte 
unmittelbar darauf, da die Zellen eine erhebliche Sinkgeschwindigkeit 


besitzen. 

Die Entwicklung der einzelnen Kulturen war stets eine ziemlic! 
gleichmaBige. Zum Beweis wurden bei einem Versuch (Tabelle II! 
die drei bei jeder Zahlung verwendeten Réhrchen nicht zusammen. 
gegossen, sondern jedes fiir sich verdiinnt und aus jeder Verdiinnung 
drei Proben ausgezahit, so daB die Kurvenpunkte das Mittel aus neun 
Zahlungen von je '/,) cmm darstellen. In Tabelle IIT sind alle Zahlungen 
wiedergegeben. Die Versuche wurden mit der im Institut fortgeziichteten 
Hefe Frohberg ausgefiihrt. Die im folgenden mitgeteilten Tabellen 
und Kurven sind ausgewahlte Versuche aus einer gréBeren Anzah! 
der gleichen Art. Die absoluten Werte der einzelnen Listen sind nicht 
direkt miteinander vergleichbar, da z. B. das Alter des Impfmaterials, 
Schwankungen im Zuckergehalt der zu verschiedenen Zeiten herge- 
stellten Wiirze, eventuell Zusitze usw. von EinfluB sind. Doch so!! 
auf diese Fragen hier nicht eingegangen werden, sondern allein di: 
unter den verschiedensten Bedingungen gleichbleibenden Geset7 
maBigkeiten im Kurvenverlauf beriicksichtigt werden. 
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rch. Tabelle I (Kurve a). Tabelle II (Kurve b). 

een Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. 
‘ Maltose) + 0,5 Proz. Pepton. Maltose) + 0,5 Proz. Pepton. 

cher Temperatur: 20°C. Temperatur: 20°C. 

den Impfmenge: 30 Zellen. Impimenge: 30 Zellen. 

eren Zellenzahl in Zellenzahi in 

ANZ Tausenden, umge- Differenzen Tausenden, umge+ Ditferenzen 


rechnet aut | cmm .  frechnet aut | comm 
lten 
drei 


» 0.54 11,4 + 0.28 


423 — 046 30,9 + 


10,2 +- 2,61 ' 
14,2 4 


Dt 
o> = 30.3 + 4.08 


to— 
— 


> im 


* 


2 
4+ 
oe a @' 28 
len. 60,7 3 318 L 8,07 56,5 + 2,83 36,5 + 
71,3 + 7,42 936 93,0 + 5,17 310 4 
ach 121,3 + 5,71 : 680 124.0 + 6.96 “yp 
ung 120,3 + 3,32 ; 653 128,0 + 1,79 10 : 
85,7 + 5,63 - 618 127,0 + 5,37 og’g > 
den 104.0 + 2'39 oo 1070 +258 0+! 
dab 133,3 + 4,24 ~ 660 120,0 ~ 2.5 130 + 
wer 142.0 + 5,17  o'gs 133,0 +298 19'9 > 
161.0 + 8,36 9°63 1450+ 618 6 > 
satz ’ 129.0 i 6,38 ~ = 


+ 6,86 
1227 - oH 
18234583 32, > 763 
145.7 + 4, “en 794 
147,7 + i 


704 


\we 5 116.3 122.0 + 4,37 





Die Kurven zeigen 
nicht die von Lindner und 
Euler und von Carlson 
wiedergegebene S-Form, es 
ist auch bei einer weiteren 
Reihe hier nicht wieder- 
gegebener Versuche nie eine 
solche erhalten worden. 
Nach Erreichung ' eines 
vorlaufigen Héchstwertes 
klingt die Kurve nicht all- 
mahlich in einer Parallelen 
zur Abszisse aus, sondern 
es setzt ein ziemlich plétz- 
licher Abfall ein. Darauf 
folgt ein neuer steiler Auf- 
stieg, der immer weit 
tiber den vorher erreichten 
Hohepunkt _hinausfiihrt.  — 
Da diese Erscheinung der Zeit n Stunden 
mehrgipfligen Kurve immer ame. 6. 
und unter den verschiedensten Bedingungen auftrat, kann kein Zufall und 
auch kein Zahlfehler vorliegen. Wie die Differenzenspalte der Tabellen 
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Zellenzahl in Tausenden 
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Tabelle III (Kurve c). 
Hefe Frohberg in Wiirze (ohne Pepton). Temperatur: 20° C. 
Impfmenge: 30 Zellen. 





Zellenzah! 
in Mittelwerte Differenzen 
Tausenden Stdn. Tausenden 


Zeit Zellenzahl 
in 


Mittelwerte  Differenzen 


0.7 128 69 
09 75 
63 
107 
98 
113 
83 
95 
79 


_ 
— 


morte 


— 


© om ee eee es es 
b ae 

= 

Soc 


81 

102 

90 

76 

103: 88,34. 3,01 

75 

104 

78 zeigt, 

86 10,5 + 3,32 we ae 
den ] 
Das } 
uf A 
mit le 
mehri 
das h 
nicht 
bis zu 
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Tabelle LI (Fortsetzung). 





Zellenzahl Zeit Zellenzahi 
in Mittelwerte Differenzen a in Mittelwerte Differenzen 
Stdn. Tausenden Stdn. Tausenden 


200 3 240 93 
68 89 
58 91 
91 99 
82 : 108 
81 93 
78 103 
69 94 
80 88 


91 99 
109 91 
105 107 
99 109 
112 4-4 118 L 2.08 
105 95 
101 106 
84 104 
89 4,1 + 2,79 117 





zeigt, liegen die Unterschiede an den in Frage kommenden Stellen weit 
\uBerhalb der dreifachen wahrscheinlichen Schwankung. Auch zwischen 
den Punkten o und p in Kurve c betriagt die Differenz 23,9 — 3,49. 
Das plétzliche Abbrechen der Kurve nach rechts fiihrt schon Rippel 
auf Autolyse zuriick. Durch sie erfolgt eine Anreicherung der Kultur 
mit leicht assimilierbarem Stickstoff und damit eine neue starke Ver- 
mehrung. Das Wachstum einer Hefekultur ist also kein stetiges, wie 
das héherer Pflanzen, und daher auch die Robertsonsche Forme! dafiir 
nicht anwendbar. Die Feststellung des weiteren Verlaufs der Kurve 
bis zum Absterben der Kultur steht noch aus, bietet aber erhebliche 
Schwierigkeiten. Wenn die Versuche iiber die in den Tabellen an- 
gegebenen Zeitraume ausgedehnt wurden, machte sich auch das all- 
maihliche Verdunsten der Kniturfliissigkeit stérend bemerkbar. Die 
wiedergegebenen Teile der Kurven kénnen kein wirkliches Abbild des 
Wachstumsverlaufs der Kulturen geben, da ihnen keine kontinuierlichen 
Beobachtungen zugrunde liegen. Die Werte der Maxima und Minima 
in jeder Kurve kénnen nur annahernd richtig sein. is _wiire 
Zufall, wenn ihre wirkliche Lage mit dem Zeitpunkt der jeweiligen 
Zihlung gerade zusammengefallen ware. An der iberall in Er- 
scheinung tretenden Grundform wird durch diesen Mangel natiirlich 
nichts geandert. 

Da es mir wiederholt erschien, als wenn die Hefezellen in einer 
Kultur gegen Ende kleiner wiirden, wurde bei dem in Tabelle II 
wiedergegebenen Versuch bei jeder Zahlung die in einem Gesichtsfeld 
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liegenden Zellen mit Hilfe des Abbeschen Zeichenapparats gezeichnet 
Die Messungen ergaben, daB der Augenschein getaiuscht hatte. 

Abb. 2 (dazu die Tabellen IV und V) gibt die bei niederer Temy.. 
ratur (8°C) erhaltenen Kurven wieder. Die ganze Entwicklung un 
auch die autolytischen Vorgange verlaufen viel langsamer; die Diffe. 


$F 


| 
| 


Jausenden 
= 


aia 


Zellenzaby in 
= 3 





1S 20 
Zeit in Tagen 
Abb. 2. 


renzen zwischen den einzelnen Kurvenpunkten sind geringer und er. 
reichen oft nicht die geforderte dreifache wahrscheinliche Schwankuny 
Noch einige nicht wiedergegebene Kurven geben prinzipiell dassell) 
Bild wie Kurve d. Deshalb wurde eine Serie mit der zehnfachen Zellen- 
menge geimpft, und die diesen Versuch wiedergebende Kurve e zeigt 
nun die in Abb. | aufgetretene: 
Erscheinungen in __ gleicher 
Deutlichkeit. Der erste Abfa! 
ist mit einer Differenz zwische: 
o und p von 16,8 4,23 sicher- 

gestellt. 
In den bei 30°C gehai. 
tenen Kulturen (Tabellen V! 
100 150 und VII und Abb. 3) trate: 
iat b Bente starke UnregelmaBigkeite: 
—- zwischen den einzelnen Ver- 
suchen auf, weil die Temperatur zu hoch tiber der optimalen un: 
zu nahe an der maximalen lag; doch ist auch hier das gleiche Prinzip 

erkennbar. 

Um den Einflu8 der einzelnen Wachstumsfaktoren auf die Gestalt 
der Kurve festzustellen, miissen Kulturen ohne Wiirze und Pepton in 
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186 
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shnet Tabelle 1V (Kurve a). Tabelle V (Kurve e). 
Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. 
Maltose) ohne Pepton. Maltose) ohne Pepton. 
PM pe. Temperatur: 8° C. Temperatur: 8°C. Impfmenge: 
y und Impfmenge: 30 Zellen. 300 Zellen (zehnfache Menge). 
Diffe. 


Zeit Zellenzahl Zeit Zellenzah! 


Tage in Tausenden Differeasen Tage in Tausenden 


Differenzen 


2 + 0,07 ‘ 6 19,3 + 0,47 - 
+ 0,20 t 0,21 7 51,1 + 0,77 


« 4 70.4 t 0,62 4 
+ 0.24 t 0,31 8 17644226 | 80+ 234 
= 37,8 + 3,99 < ove | 13.74 335 
+ 3,98 . 9 90,1 + 2.47 26 1398 
+ 4,44 i 10 87,5 — 2.16 877441 
+ 3,04 »2 ll 78,8 + 3,84 55 1.516 
+ 5,57 “= 12 73,3 + 3,44 771.419 
3 + 6,27 te 13 81,0 + 2,39 — 31’9 + 3'99 
+ 2.95 t 14 112,0 + 3,19 | 35'9 > 3'7 
L 3,47 : 15 820+ 1,99  54'9 5 8°71 
16 106.0 = +t? 
17 1966 1.33 19,4 + 9,10 
18 126.0 5 Os + 967 
19-1176 4 8,4 + 9,56 


Tabelle VI (Kurve f). Tabelle VII (Kurve g). 

Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. Hefe Frohberg in Wiirze (9 Proz. 
Maltose) ohne Pepton. Maltose) ohne Pepton. 
Temperatur: 30° C. Temperatur: 30°C. | 
Impfmenge: 30 Zellen. Impfmenge: 30 Zellen. 





Zeit : Zeltensehl Differenzen Zet Zelenschi Differenzen 
in Tausenden Stda in Tausenden 


Stdn. 


42 14.6 + 1,83 30 5,7 + 0,52 . - 
1,07 


19,2 
21,2 
24,5 


49 3424 032 
55,4 + 1,53 
79.9 + 2.63 


46 32,2 + 0,94 , 
5236.3 41.77 ot + 2,00 
co > ) = , ee 3,20 
28'9 70 48,7 + 2.67 22. 306 
78 «BLO “4 77 | 365+ 150 reat 
89 86 «40.4 5 i 04 490 2'49 + See 
% 26521. ao 101 58.0 4. 2'37 - 
13 -:26.7 +. 1'8 at 120 38.8 - 3.82 aT 
138 4244 eette 127 «50.7 ..151 t oe 
186 = 63.6 39,2 + 480 409.246 06©— 88 + 288 
9 - 15,3 + pee ‘“ : 4 + 3,93 
210 — 172 33.5 + 3.06 oo 
236 -g96 | 35+ 41 198 325.124 Ee 
258 ol + 3, 246 353 + 290 t 3, 


tht bh yt ft Ht f+ 


rein mineralischen Nahrlésungen, deren Zusammensetzung man _ voll- 
kommen in der Hand hat, angelegt werden. Dahingehende Versuche 
und ® fihrten noch zu keinem Ergebnis, da bei der geringen Impfmenge 
zi) & kein gleichmaBiges Wachstum der Kulturen erfolgte, oft sogar ganz 
ausblieb. Wenn die mit Hefe geimpften Réhrchen mit Sporen von 
talt § Aspergillus oder einem anderen Pilz infiziert wurden, wuchsen sie 
1 1 regelmaBig normal an, und dann auch normal weiter, wenn das kleine 
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Pilzraschen entfernt wurde. Doch kénnen diese unter anderem auc} 
von H. Naumann') behandelten und mit Wildiers Bioslehre in ki 
ziehung stehenden Fragen jetzt hier nicht weiter verfolgt werden. 


Zusammenfassung. 


Die Zellvermehrung in Hefekulturen wurde durch Zahlung unte: 
eingehender Beriicksichtigung der Fehlerquellen festgestellt und div 
Ergebnisse in mehreren Tabellen und Kurven niedergelegt. Die Wachs. 
tumskurve ist unsymmetrisch und mehrgipfelig, wahrscheinlich ein 
Folge autolytischer Vorginge. Nach dem ersten Maximum tritt cin 
plétzlicher Abfall ein, dem ein erneuter Anstieg folgt, der regelmabig 
iiber das erste Maximum hinausgeht. Dieser Vorgang kann sich mehrma!|; 
wiederholen. Eine Anwendung der Robertsonschen Wachstumsforme! 
auf den Gesamtverlauf des Wachstums einer Hefekultur ist daher 
nicht mdglich. 


1) H. Naumann, Zeitschr. f. techn. Biologie 7, 1919. 
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Uber den Zusammenhang von Fettspaltvermégen 
und Cholesterinspiegel im Blutseram bei Hypertonien. 


Von 


M. Dorle und H. v. Weiss. 
(Aus der medizinischen Universitats-Poliklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 13, November 1925.) 


Untersuchungen von Edelmann 1923 aus der hiesigen medizinischen 
Poliklinik ergaben, daB eine experimentelle Hypercholesterinamie, wie 
sie bei Tieren leicht durch Verfiittern von Cholesterinoleat hervor- 
zurufen ist, das Fettspaltvermégen des Serums stark herabsetzt, offenbar 
durch adsorptive Bindung der Serumlipase an Cholesterin. Diese 
Annahme erscheint durch die Versuche von Dérle (1923) iiber das Ver- 
halten von Cholesterin zu anderen Fermenten (Pepsin, Trypsin usw.) 
bestatigt. 

In vorliegender Arbeit wollten wir feststellen, wie sich die Serum- 
lipase bei verschiedenen Krankheitszustanden verhalt, die mit Hyper- 
cholesterinimie verbunden sind, wie bei Arteriosklerose und essentieller 
Hypertonie, bei denen Weltmann 1912, Bacmeister und Henes, Schmidt, 
Pribram u.a. einen erhéhten Cholesteringehalt des Serums gefunden 
haben. 

Die Methodik unserer Untersuchungen iiber die Spaltfahigkeit 
des Serums war die von Rona und Michaelis. Im folgenden geben wir 
als ,,Spaltvermégen“’ der untersuchten Seren die Tropfenzahl, um die 
sich 10 cem einer gesittigten, frisch bereiteten Tributyrinlésung vom 
Zusatz von 0,5ccm Serum bis zum Aufhéren der Spaltwirkung ver- 
mindert hat. Die Seren wurden aus Venenblut gewonnen. 

Zunachst bestimmten wir Blutdruck und Spaltvermégen der Seren 
bei sieben jiingeren, gesunden Versuchspersonen. Die Grenzwerte 
waren hier fiir den systolischen Blutdruck 115 bis 136 mm Hg, fiir das 
Spaltvermégen 5 bis 10 Tropfen. 

Danach wurden zuniachst 14 poliklinische Kranke ohne Auswahl 
besonderer Fille mit verschiedenen Blutdruckhéhen untersucht. Die 
Ergebnisse zeigt Tabelle I. 
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Tabelle I. 





Patient Krankheit Blutdruck =. 3 


Zz 


Herr K. Tbe. Pulm. 120-90 
Fri. R. Trig. neuralg. 115-80 
fl 38 Neurasthenie 130-90 
a * 60 Herzneurose 160-90 
Frau P. 63 Mastoiditis 150- 95 
-. a 42 . Diabetes 135-85 

. Ss 58 Essent. Hypertonie 
und Diabetes 205-140 
.. a 46 Tabes dorsalis 130-90 
- 56 Lues 3 130-95 
Herr P. 46 Luet. Aortenin. 150-90 
Frau K. 40 Icterus luet. 130-90 
- ae 60 Lues cerebri 135-95 
Herr St. 39 Lues 3 130-85 
>» Sch 46 Ang. pect. vasom. 125-75 


—COAaOS +1 


“QO hoe 
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In dieser Tabelle ist zunachst auffallend das hohe Spaltvermégen 
der beiden Diabetesfille, obwohl der eine den hohen Blutdruck von 
205—140 mm Hg hat. Auf diesen Fall ist spater noch zuriickzukommen. 
Ferner ist auf das zum Teil sehr niedere Spaltvermégen der Luesfalle 
hinzuweisen. Letzteres Ergebnis stimmt iiberein mit den Unter- 
suchungen Bauers 1912. 

Tabelle 11. 





, . : , Spalt- 
Patient Krankheit Blutdruck vermégen 


Frau S. j Nierensklerose 210-150 
ee 4 Allg. Arteriosk]. 210-100 
Herr H. - + 200-130 
Frau W. s nt 200-160 
° ‘ Aploplexie 185-160 
Herr F. Allg. Arterioskl. 180-120 
Aortensklerose 180-100 
Arteriensklerose 180-100 
* , a 175-135 
Frau R. Nierensklerose 175-120 
Herr X. Arteriosklerose 175-90 
Frau K. Apoplexie 175-110 
Herr Z. Arteriosklerose 175-90 
Frau R. § . 165-80 
Herr R. Arterioskl. Icter. 155-80 
” Apoplexie 150-90 
Frau D. Ang. pectoris 145-90 
a - Arteriosklerose 145-90 
Herr Ch. ¥ 140-80 
. 140-90 


Frau S. Essent. Hypertonie 220-100 
. 185-120 
175-130 
175-100 


* 
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Die Tabelle II umfa&t die Untersuchungen an 20 klinischen Arterio- 
sklerosen mit verschieden hohem systolischen Blutdruck (210 bis 140) 
und bei vier essentiellen Hypertonien. 

Tabelle II 1a4Bt bei ausgepriagter Arteriosklerose und essentieller 
Hypertonie eine Parallelitét von Blutdruck und Spaltvermégen in 
dem Sinne erkennen, daB mit steigendem Blutdruck das Fettspalt- 
vermégen des Serums abnimmt bzw. aufhért. 

Die Untersuchung an sechs alten Leuten ohne stirkere klinische 
Erscheinungen von Arteriosklerose ergibt damit tibereinstimmend ein 
Spaltvermégen, das sich der Norm nahert. 


Tabelle III. 





Patient Krankheit Blutdruck ... Om 


Frau R. 7 Emphysenbronch. 130-90 
» 5. Bronchitis 155-110 
Herr H. Tracheobronch. 155-110 
Frau H. 5g Bronchitis 135-90 
. «a . 140-90 
Ch. i 155-70 


Eine Zusammenfassung der bisherigen Untersuchungsergebnisse 
ergibt somit : 

1. erhéhtes Fettspaltvermégen bei den beiden Diabetesfallen (6 
und 7). Bei Fall 7 ist bemerkenswert, daB das anfangs trotz Hypertonie 
hohe Spaltvermégen nach Aufhéren der Zuckerausscheidung bei Weiter- 
bestehen der Hypertonie von 8 auf 114 absank. Daraus geht hervor, 
daB hier der erhéhte stoffliche Umsatz bei Diabetes trotz bestehender 
Hypertonie, die ein herabgesetztes Spaltvermégen bedingt hatte, eine 
erhéhte Spaltfahigkeit des Serums hervorrief, die mit dem Aufhéren 
der Zuckerausscheidung verschwand ; 

2. ein verhaltnismaBig niederes Spaltvermégen bei Luetikern auch 
bei niederem Blutdruck ; 

3. ein Absinken des Spaltvermégens des Serums mit steigendem 
Blutdruck bei Arteriosklerose und essentieller Hypertonie. 

Nach diesen bisherigen Ergebnissen erschien es uns nun vor allem 
wichtig, festzustellen, ob ein ursichlicher Zusammenhang_besteht 
zwischen geringem Spaltvermégen und einer Hypercholesterinimie des 
Serums. Wir bestimmten deshalb in den weiteren Untersuchungen 
neben dem Fettspaltvermégen auch den Cholesterinspiegel des Serums 
(Methode Authenrieth-Funk). Es wurden untersucht: sieben Falle von 
Arteriosklerose, vier Falle von essentieller Hypertonie und zwei Fille 
von Bronchitis, die uns als Kontrollen dienten. 
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Tabelie 1V. 





Cholesterin ip 


Krankheit Blutdruck Spalt: 100 com Serun 
ver.négen mg 


Alter 


Jahre 


00-140 282 
75-110 ‘ 272 
75-95 260 
70-110 248 
‘ 


62 Arteriosklerose 2 
60 Apoplexie ] 
60 Arteriosklerose l 
70 1 
61 ‘. 170-90 230 
48 Apoplexie 135-90 y 214 
59 Arteriosklerose 140-90 f 168 


é 56 Essent. Hypert. 260-150 280 
” 57 . - 180-120 ‘ 2 
> 53 ‘ 2. 175-120 240 
a : 46 : . 175-110 d 210 


Herr S 26 Bronchitis 125-80 7 148 
9 M 38 a 130-90 136 


. 


Die in Tabelle IV aufgezeichneten Ergebnisse zeigen, daB Blutdruck. 
steigerung und Erhéhung des Cholesterinspiegels iiber den Normalwert 
mit einer Verminderung des Spaltvermégens verbunden sind. Fall 5! 
zeigt bei normalem Cholesterinspiegel nahezu normales Spaltvermégen 
des Serums. Fall 56 und 57 sind Normalkontrolien. 

Noch deutlicher zeigt sich dieser Zusammenhang bei den _ in 
Tabelle V dargestellten Untersuchungen von unter Jodtherapie stehen.- 
den Patienten. 

Eine mit der von uns benutzten Methode nachweisbare Wirksamkcit 
der Jodtherapie war nach den Untersuchungen von Quarelli und Ivald; 
1914 zu erwarten. Diese Autoren konnten einen férdernden Einflul 
des Jods auf den Gesamtstoffwechsel feststellen. Tabelle V zeigt in 
fort!aufenden Untersuchungen die Einwirkung der Jodtherapie (dreima! 
taglich 0,3 Dijodyl) bei fiinf Arteriosklerotikern auf Blutdruck und 
Fettspaltvermégen. Bei sechs weiteren Fallen ist auBerdem der Chol- 
esterinspiegel bestimmt. 

Tabelle V zeigt, daB bei Eintreten einer klinischen Besserung mit 
steigendem Spaltvermégen der Cholesterinspiegel sinkt. Bei Un- 
wirksamkeit der Jodtherapie bleiben diese Veranderungen aus. Es ist 
bemerkenswert, daB bei Versuchen an einem gesunden 30jahrigen 
Manne trotz der gleichen Jodmedikation bei mehrmaliger Untersuchung 
keinerlei Anderung des hier sehr hohen (10) Fettspaltvermégens eintrat. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen laBt sich somit wie folgt 
zusammenfassen : 

1. Bei Arteriosklerose und essentieller Hypertonie ist das Fett- 
spaltvermégen des Blutserums herabgesetzt oder aufgehoben. Der 
Cholesterinspiegel ist dabei erhéht. 
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Tabelle V. 





Patient 


Datum 


Frau 
28. X. 25. 
10. XI. 
4. X11. 


Frau 
4. 11 


27. Ii. 


Herr Z 
12. I}. 24. 
21. I. 
29. II. 
15. It. 


Herr Z 


15. XID. 24. 


8. I. 25. 
Frau S. 
25. XI. 24. 
17. XII. 
Frau K 


2. XII. 24. 


17. XII. 


6. I. 25. 


Herr D 


15. XII. 24. 


8. I. 25. 
Herr Z. 


19. XII. 24. 


8. I. 25. 
Herr 1 


20. XIL. 24. 


7. I. 25. 
Frau R 


20. XII. 24. 


10. I. 25. 


Frau Sch 
30. XI. 24. 
12. XII. 
19. XII. 

4. TI. 25. 


2. Bei arteriosklerotischer Hypertonie nimmt 


Krankheit 


Nierensklerose 
EiweibB + 
Besserung 
Eiweif - 

Arteriosklerose 

Klin. Besserung 


Ang. pectoris 


Besserung 
Anfallsfrei 


Arteriosklerose 
Besserung 
Essent. Hypert. 


Besserung 


Aploplexie 


Besserung 
Ang. pectoris 
Besserung 


Arteriosklerose 


Klin. Besserung 


Arteriosklerose 


7 


Nierensklerose 


Nierensklerose 


- 


Blutdruck 


150-110 


145-90 
150-90 


169-100 
140-100 
135-90 
135-90 


135-80 
115-80 


170-130 


170-100 
210-110 


170-90 
175-110 
175-100 
160-100 
145-90 
140-90 
185-100 
170-100 
150-70 
149-70 
175-120 


160-100 
210-100 
210-100 


230-100 
230-100 


Spalt- 
vermogen 


Cholesterin in 
100 com Serum 


mg 


230 
124 
210 


120 
240 
120 
280 
280 


280 
288 


unter dem Einflu8 


der Jodtherapie, wenn klinische Besserung erzielt wird, das Fettspalt- 
vermégen des Serums zu, wahrend der Cholesterinspiegel sinkt. 
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3. Bei fehlender Jodwirkung und stationirer Hypertonie bleibt 
der Cholesterinspiegel erhéht bei gleichbleibendem niederen Spalt- 
vermogen. 
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Neue Versuche iiber den Stickstoffumsatz in den Nervenzentren. 


Von 
Hans Winterstein und Else Hirschberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 13. November 1925.) 


Unsere ersten Untersuchungen!) hatten das Vorhandensein eines 
betrachtlichen N-Umsatzes im Ruhe- und Reizstoffwechsel der Nerven- 
zentren (isoliertes Froschriickenmark) ergeben. Uber die Art der 
umgesetzten Substanzen konnten zunichst keine Aussagen gemacht 
werden. Harnstoff oder Harnsiure waren nicht nachweisbar. Spatere 
(im AnschluB an Tashiros Beobachtungen am peripheren Nerven) 
durchgefiihrte Untersuchungen?) ergaben das Vorhandensein einer 


Ammoniakbildung, die aber nur einige Prozent des Gesamt-N-Umsatzes 
ausmachte. Wir haben nunmehr in neuen Versuchen, die durch die 
verfeinerte Methodik der kolorimetrischen N-Bestimmung mittels 
direkter Nesslerisation erméglicht wurden, genaueren AufschluB tiber 
die im Ruhe- und Reizstoffwechsel unter verschiedenen Bedingungen 
sich abspielenden Umsetzungen N-haltigen Materials AufschluB zu 
erhalten gesucht. 

Da der Vergleich der NH,-Bildung im peripheren und zentralen 
Nervensystem den Gedanken nahegelegt hatte, daB in dem letzteren 
das primar gebildete Ammoniak zum Teil in ein anderes Ausscheidungs- 
produkt umgewandelt wiirde, wurde zunachst nochmals der Nachweis 
von Harnstoff in der die Stoffwechselendprodukte des isolierten Zentral- 
nervensystems (ZNS) des Frosches enthaltenden Lésung versucht. 
Das Resultat war jedoch auch bei Verwendung der sehr empfindlichen 
Xanthydrolreaktion wieder durchaus negativ. Wir wandten uns nun- 
mehr der Untersuchung des mit Formol titrierbaren Stickstoffs zu, 
und konnten, da sich die Mikromethodik hier gut brauchbar erwies, 
nicht bloB das Vorhandensein von NH,-N in der zur Aufbewahrung 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 212, 1918. 
2) Diese Zeitschr. 156, 138, 1925. 
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des tiberlebenden ZNS dienenden Versuchsfliissigkeit nachweisen'), 
sondern in dieser nebeneinander bestimmen: 1. die Menge des NH,-N, 
2. die Menge des NH,-N, 3. und 4. durch Mikrokjeldahl mit direkter 
Nesslerisation die Menge des Gesamt-N vor und nach EnteiweiBung der 


Lésung mit Sulfosalicylsiure, dadurch also den Total-N und den 
EiweiB-N. Hansteen-Cranner*) hat die grundlegende Entdeckung 
gemacht, daB in der pflanzlichen Membran ein Teil der Lipoide wasser- 
léslich ist und bei langerem Aufenthalt in das umgebende Wasser 
iibergeht. Biedermann*) hat die gleiche Beobachtung am Muskel 
anstellen kénnen, und wir fanden diese iiberaus wichtige Tatsache, 
auf deren Bedeutung an dieser Stelle nicht naher eingegangen werden 
soll, auch am ZNS bestatigt. In der Folge wurde dann auBer den bereits 
genannten Fraktionen in einer weiteren noch die Menge der an die 
NaCl-Lésung abgegebenen Lipoide bestimmt. 


Methodik. 


Im einzelnen gestaltete die Methodik sich folgendermaBen: Das in 
der iiblichen Weise isolierte ZNS des Frosches wird wahrend einer bestimmten 
Zeit (meist 8 oder 24 Stunden) in 6cem physiologischer NaCl-Lésung 
gehalten, durch die kontinuierlich Sauerstoff hindurchperlt. Das von dem 
O-Strom mitgefiihrte Ammoniak wird in einer mit 4ccm n/100 H,SO, 
beschickten Vorlage aufgefangen. Am Schlusse des Versuchs wird der 
Inhalt mit %ccem Nesslers Reagens + %ccem 10proz. NaOH versetzt 
und in dem vortrefflichen Biirkerschen Kolorimeter der Firma Leitz mit 
einer (NH,),SO,-haltigen Standardlésung von bekanntem N-Gehalt 
(leem = 0,003 bis 0,009 mg N) verglichen, deren Zusammensetzung im 
iibrigen (hier wie auch in allen sonstigen Bestimmungen) mit jener der zu 
untersuchenden Fliissigkeit genau iibereinstimmt, also die gleiche Menge 
NaOH, H,SO, und Nessler in der gleichen Fliissigkeitsmenge enthalt; 
dadurch sind alle durch einen etwaigen Eigengehalt der NaCl-Lésung oder 


') Untersuchungen iiber die Menge des von dem isolierten ZNS der 
Kréte ausgeschiedenen formoltitrierbaren Stickstoffs sind bereits vor einiger 
Zeit von EF. Sereni (Arch. di Fisiol. 19, 163, 1921) mitgeteilt worden. Die 
veréffentlichten Daten sind jedoch véllig unméglich. Danach soll ein 
Praparat bis zum Erléschen der Erregbarkeit 0,0378 bis 0,0980, im Mittel 
0,0685 g ,,Aminosiuren‘‘ ausscheiden. Ganz abgesehen davon, daB es 
unerfindlich ist, wie die Menge der ihrer Natur nach ja nicht bestimmten 
Aminoséuren berechnet werden konnte, ergibt sich die Absurditaét dieses 
Resultats aus einer einfachen Uberlegung: Obwohl hieriiber keinerlei Zahlen- 
werte mitgeteilt sind, kann man, zumal die kleineren Krétenmdnnchen 
verwendet wurden, auf Grund unserer Erfahrungen an Fréschen annehmen, 
daB das Gewicht eines ZNS 0,2 g wohl kaum iiberschritten hat. Rechnet 
man den mittleren Wassergehalt auch nur zu zwei Drittel, so wiirde die 
Gesamtmenge der Trockensubstanz im Mittel 0,067 g betragen haben, das 
ist weniger als die Menge ,,Aminosduren“, die es ausgeschieden haben soll! 

*) Meldinger fra Norges Landbruksheiskole 2, 1. u. 2. Heft, 1922. 

3) Pfliigers Arch. 202, 223, 1924. 
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ier Reagenzien an NH, entstehenden Fehlerquellen ausgeschaltet. Damit 
ierner die Fliissigkeiten den gleichen Farbenton erhalten, mu8 das Licht, 
ehe es die Standardlésung passiert, noch durch eine Schicht ,,Nessler- 
Wasser hindurchgehen, d. h. Fliissigkeit, die sich von den zu vergleichenden 
nur durch das Fehlen von NH, unterscheidet; umgekehrt passiert das 
Licht, das durch die Untersuchungsfliissigkeit hindurchgegangen ist, gleich- 
falls eine Schicht ,,Nessler-Wasser“. In ganz analoger Weise wird in 1 cem 
der Versuchs-NaCl-Lésung der Gehalt an dem nicht durch den O-Strom 
ibergetriebenen N H, bestimmt, dessen Menge ausnahmslos um das Vielfache 
groBer war. 

In weiteren 3 ccm der Versuchslésung wird der Gehalt an NH,-N nach 
Sérensen bestimmt. Das Verfahren erwies sich in der folgenden Form als 
Mikromethode brauchbar: Die 3ccm Lésung werden mit lecem der 
Sérensenschen Formollésung (vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, 9. Aufl., 1924, 
S. 582) versetzt und direkt mit 0,02 n NaOH gegen Phenolphthalein titriert, 
indem zuerst aus einer in */ 19 ccm geteilten Pipette eine abgemessene Menge 
zugesetzt und dann aus einer in */j,99, cem geteilten Pipette bis zur End- 
farbung titriert wird. 3 ccm der gleichen, aber nicht zu dem Versuch ver- 
wendeten NaCl-Lésung werden in der gleichen Weise titriert und dieser 
Wert von dem ersteren abgezogen (1 com NaOH = 0,28 mg N). 

SchlieBlich wird in zwei Teilen des Restes der Versuchsfliissigkeit 
der Gesamt-N-Gehalt bestimmt, und zwar in ‘4 bis 1 ecm direkt, in 1 ecm 
nach vorangegangener EnteiweiBung. Diese erfolgt in der Weise, dab der 
leem NaCl-Lésung mit 1% ccm 3proz. Sulfosalicylsiure versetzt und dann 
lurch ein Jenaer gesintertes Glasfilter filtriert wird; es wird mit 4% ecm 
Wasser nachgewaschen und | ccm des Filtrats zur Ajeldahl-Bestimmung 
verwendet. Die Differenz der beiden Werte gibt die Menge des Kiweif-N. 
Die N-Bestimmung erfolgt in beiden Fallen in der Weise, daB nach dem 
von Koch und Mc Meckin') empfohlenen Verfahren die genannte Menge 
ler Untersuchungsfliissigkeit in einem kleinen Kjeldahl-Kolben mit '% bis 
leem Kjeldahl-Siure versetzt und tropfenweise 30proz. H,O,-Lésung 
zugefiigt wird. Nach erfolgter Verbrennung wird der Riickstand unter 
Wasserkiihlung mit Wasser verdiinnt, in ein 25-cem-MeBkélbchen aus 
Jenaer Glas iiberfiihrt, unter Eiskiihlung mit 5ccm 10proz. NaOH und 
1,cem Nesslers Reagens versetzt und dann bis zur Marke aufgefiillt. Die 
zur kolorimetrischen Bestimmung dienende Vergleichs-Standardlésung 
wird so hergestellt, daB 3ccm (NH,),8O,-Lésung von bekanntem Titer 
s. oben) mit 5 cem 10proz. NaOH und 4, ccm Nessler versetzt und gleich- 
falls in einem MeBkélbchen auf 25 ccm aufgeiiillt werden. In der gleichen 
Weise, nur ohne (N H,), SO, ist das Nessler-Wasser zusammengesetzt. (Unter 
Wasser ist stets Kahlbaumsches Leitfahigkeitswasser zu verstehen.) 

Der N-Gehalt der nicht enteiweiSten Lésung plus dem N des durch 
den O-Strom iibergetriebenen NH, ergibt den Gesamtumsatz an Stickstoff. 

In den spateren Versuchen wurde, wie schon erwahnt, in einer ge- 
sonderten Fraktion die Menge des an die Aufbewahrungsfliissigkeit ab- 
gegebenen Lipoidstickstojjs bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde die Ge- 
samtmenge der Versuchsfliissigkeit auf 8 cem erhéht und von diesen 6 cem 
in der eben geschilderten Weise und 1 cem auf seinen Gehalt an Lipoid-N 
untersucht: leem der filtrierten Versuchslésung wird zur Trockne ein- 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 2066, 1924; zitiert nach Ber. ii. d. ges. 
Physiol. 29, 514. 
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gedampit, dann mit etwa 5ccm absoluten Alkohols am RiickfluBkiihle; 
30 bis 60 Minuten lang extrahiert, noch hei8 durch ein Glasfilter filtrien 
der Alkohol abdestilliert und der Riickstand mit Kjeldahlséure unte 
wiederholtem Zusatz von H,O, in einem Schottschen Reagenzglas verbrann 
Die Verbrennung erfolgt sehr langsam, unvergleichlich schwerer als die de; 
urspriinglich vorhandenen gelésten Lipoide, ein klarer Beweis, daB durchay 
entsprechend den Angaben von Hansteen-Cranner (a. a. O.) durch die s 
genannten Lipoidlésungsmittel eine vollkommene Anderung der natiirlich: 
Beschaffenheit zum mindesten der wasserldéslichen Lipoide bewirkt wird 
Nach beendeter Verbrennung wird die nun farblose Fliissigkeit genau s 
wie oben behandelt und der N-Gehalt durch Nesslerisation kolorimetrisc! 
bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 
Die Resultate unserer Untersuchungen kénnen am besten an de 
Hand einer Reihe von Tabellen erértert werden. 
A. Ruhestoffwechsel (in O-NaCl-Lésung). 


Tabelle I. 


Ruhestoffwechsel des ungeteilten ZNS in Milligrammen pro 1 g 
(Temperatur = 18,5 bis 22,5°). 





Versuchs- 
dauer NH,«N NH ,-*N Eiweifs+N Lipoid» N Total.N 
Stdn. 


24 0,125 0,52 0,60 nicht bestimmt 2.315 

24 0,15 0,62 0,64 2,14 
8 0,10 0.56 3 nicht bestimmt 1,01 
8 0,09 0,60 , * ‘i 1,06 
8 0,12 0,60 101 


” . 


Die beiden iiber 24 Stunden ausgedehnten Versuche ergaben eine: 
N-Umsatz von mehr als 2 mg pro 1 g der frischen Substanz, wie er in 
Mittel auch bei unseren ersten Untersuchungen (a.a.O.) beobachte' 
worden war. Dagegen ergaben im Gegensatz zu den damialigen Be- 
funden die achtstiindigen Versuche einen relativ erheblich gréBere: 
Umsatz, da dieser nicht ein Drittel, sondern etwa die Halfte de: 
24-Stunden-Umsatzes betrug. 


In einer gréBeren Zahl von Versuchen wurde, um den Stoffwechs« 
unter verschiedenen Bedingungen an ein und demselben Praparat 
vergleichen zu kénnen, das ZNS quer geteilt, so daB die obere Halft: 
Gehirn und Kopfmark, die untere das Riickenmark umfaBte. Die beide:. 
ersten Versuche der folgenden Tabelle, in denen diese Untersuchung 
an den beiden Halften desselben ZNS ausgefiihrt wurde, zeigen (ent- 
sprechend dem, was wir bereits friiher fiir den Gesamtumsatz gefunde: 
hatten), daB der N-Umsatz der beiden Halften, auf die Gewicht: 
einheit bezogen, keine nennenswerten Unterschiede aufweist, ei 
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Vergleich beider mithin zulassig erscheint!). Die folgenden Versuche 3 
bis 10 der Tabelle IT sind imJuli bei meist recht hoher AuBentemperatur 
angestellt, und der Gesamt-N-Umsatz ist wahrend der durchweg acht- 
stiindigen Versuchsperiode ebenso groB oder noch gréBer als in den 
oben erwahnten 24stiindigen Versuchen, namlich 2 bis 3 mg pro 1 g. 


Tabelle 11. 


Ruhestoffwechsel des quer geteilten ZNS in Milligrammen pro | g 
und 8 Stunden. 





Hiltte NH ,-N NH2*N_ EiweiB-N — Lipoid«N Total«N 


obere 0,14 0,58 0,35 | nicht 1,04 
untere 0,14 0.61 0,32 | bestimmt 114 
obere O15 0,59 0,10 0.61 1,02 
untere O17 0.54 0,09 0.63 1,09 


18,5—19,7 


19.5 


24, 1—24.6 - O17 0,65 0,27 0,63 2.51 
26,7—28,5 . 018 0.85 0.43 0,84 3,06 
24.5 obere 0,19 0,71 0,29 0,87 2.63 
27 4—28,8 ‘ 0,20 0,80 0.38 0,75 3,03 
26,0—27,6 untere O15 0,70 0,34 0.72 2.42 
23.5 - 0,15 0,64 0,40 0,55 2,62 
21 . 0,17 0.96 0.23 0.76 2'35 
215 obere 0,16 0.79 0,22 O71 2.24 


Fassen wir die Versuche 3 bis 10 dieser Tabelle als die am besten 


untereinander vergleichbaren zusammen, so ergeben sich die folgenden 
Mittelwerte fiir den Ruheumsatz in 8 Stunden: 





NH3-N  NHo-+N | EiweiS-N | Lipoid-N — TotaleN 


In mg pro 1g Substanz 017 0,76 0,32 0,73 2,61 
In Proz. des Gesamt-N- 
Umsatzes .. ok 65 29.1 12.3 28.0 100 


Von dem Gesamtumsatz an N entfallt mithin der Hauptteil auf 
den formoltitrierbaren N und auf den N wasserléslicher Lipoidstoffe. 
Die Menge des NH,-N betrug im Mittel nur etwa 6,5 Proz., ein Wert, 
der mit dem in unserer friiheren Mitteilung errechneten Mittel von 
7,7 Proz. gut iibereinstimmt. Nicht sehr betrachtlich ist auch die 
Menge des in die umgebende Lésung iibergehenden Eiweibes, wenigstens 
unter normalen Bedingungen. In drei Versuchen an kranken Fréschen 
dagegen war die EiweiBabgabe bedeutend gesteigert und betrug 50 


1) Trotz der guten Ubereinstimmung der Versuche untereinander 
miissen doch methodische Fehler vermutlich bei der Bestimmung des 
Gesamt-N vorliegen, da dessen Menge im Gegensatz zu allen folgenden 
Versuchen geringer gefunden wurde als die Summe der einzelnen N-Frak- 
tionen. 

Biochemische Zeitschrift Band 167. 
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bis 55 Proz. des Gesamt-N-Umsatzes. Auf den Gehalt an Lipoiden 
hatte die EnteiweiBung der Versuchsfliissigkeit keinen EinfluB, wie dic 
folgende Tabelle zeigt, in der der Gehalt an Lipoid-N in Proben derselben 
Versuchsfliissigkeit vor und nach ihrer EnteiweiBung verglichen ist 
Die Werte stimmen untereinander vollstandig tiberein. Die wasser- 
léslichen Lipoide gelangen mithin nicht in Form koagulabler Eiwei)- 
verbindungen zur Abgabe. 


Vergleich des Gehalts der Versuchsfliissigkeit an Lipoid-N vor und nach 
EnteiweiBung. 





Nr. 1 2 3 4 5 6°) 7°) 


Vor EnteiweiBung. . . . 063 O70 064 O61 063 a 

Nach EnteiweiSung ... 063 063 063 060 063 1 
*) Reizversuche. 

Subtrahiert man von der direkt bestimmten Gesamtabgabe an N 

die Summe der einzelnen N-Fraktionen, so ergibt sich ein Defizit von 

im Mittel 24 Proz., das von N noch nicht naher bekannter Substanzen 


herriihren muB (s. unten). 


7) Uk 
I7 | 13 


. 


B. Reizstoffwechsel (in O-NaCl-Lésung). 

Die Wirkung der Reizung in O-haltiger NaCl-Lésung auf den 
N-Umsatz ist aus der Tabelle III ersichtlich. Die Versuche | bis 3 
sind am ungeteilten ZNS von Fréschen angestellt. Die Tiere waren 
etwas matt, im Beginn einer Erkrankung, der spater eine gréBere Zah| 
von Fréschen zum Opfer fiel. In den Versuchen 4 und 5 ist die Wirkung 
der Reizung an je zwei Halften desselben quer geteilten ZNS verglichen ; 
wie in den Versuchen 1 und 2 der Tabelle II stimmen auch hier dic 
Werte untereinander vollstandig tiberein, so daB auch der Erregung:- 
stoffwechsel des Gehirns und des Riickenmarks keine Differenzen er- 
kennen 1aBt. Die Reizung erfolgte hier wie auch in unseren friiheren 
Versuchen durch kurze Perioden tetanisierender Induktionsschlage, die 
durch eine elektrische Kontaktuhr ausgelést wurden. Die Versuchs- 
dauer betrug in saémtlichen Versuchen 8 Stunden, die Temperatur 
21,2 bis 23,7°. Die drei ersten Versuche sind im Juni, die beiden anderen 
im Juli angestellt. 

Tabelle 111. 
Reizstoffwechsel des ZNS in Milligrammen pro 1g und 8 Stunden. 





Nr. Praparat NH, N NHyg-N_ — Eiweif.N Lipoid-N Total«N 


9,40 


ganzes ZNS 0,12 2.23 1,33 | nicht 
36 


0.14 2.27 1,56 
2 0,15 2.58 1,03 


obere Halfte 0,17 1,26 017 3,24 
untere . O17 114 0,18 t 3,20 
obere Be 0.15 1,24 0,22 Of 3,26 
untere A 015 1,16 0,33 , 3,26 
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In den Versuchen an erkrankten Tieren ist die Steigerung des 
Zerfalls N-haltiger Stoffe eine auBerordentlich hohe und auch hier 
ebenso wie bei den oben erwahnten Ruheversuchen an kranken Tieren 
durch einen groBen Verlust an EiweiB gekennzeichnet. In den an 
normalen Tieren durchgefiihrten Experimenten ist der relative Anteil 
der einzelnen Fraktionen am Gesamtumsatz ungefahr von der gleichen 
GréBenordnung wie im Ruhestoffwechsel. Genaueren AufschluB hier- 
iiber geben die beiden folgenden Versuche der Tabelle IV, in denen 
der N-Umsatz in der Ruhe und bei Reizung an den beiden Hialften 
desselben quer geteilten ZNS in je achtstiindigen Perioden (im Juli 
bei 26,0 bis 28,8°) untersucht wurde. 

Tabelle 1V. 


Vergleich des N-Umsatzes bei Ruhe und Reizung in Milligrammen pro 1 g 
und 8 Stunden und in Prozenten des Gesamt-N-Umsatzes. 





Chieti NHN NH,+N Eiwei8-N — Lipoid*-N- Totals N 


bedingungen mg Proz. mg | Proz. mg Proz. mg _ Proz. / my 


| Ruhe 0,20 66 O80 264 O38 125 0,75 248 3,03 

| Reizung 0.22 34 232 37,5 044 7,1 103 167 620 

| Ruhe 0.15 60 0,70 289 034 140 0,72 292 2,42 

\ Reizung 016 2.7 2,07 35.1 036 61 107 182 5,89 

Die beiden Versuche zeigen, daB bei einer Steigerung des Gesamt- 
wmnsatzes auf das 2- bis 2!,fache die absolute Menge des ausgeschiedenen 
NH, entsprechend unseren friiheren Beobachtungen (a. a. O.), durch 
die Reizung keine Steigerung erfaihrt, der Prozentanteil am Gesamt- 
umsatz daher auf die Halfte absinkt. Ahnliches gilt auch fiir die Abgabe 
von EiweiB, die gleichfalls durch die Reizung nicht merklich beeinfluBt 
wird. Die Steigerung des Umsatzes ist also teils durch eine erhéhte 
Abgabe von Lipoid-N, vor allem aber von formoltitrierbarem N und 
N unbekannten Ursprungs bedingt. Die durch die Reizung bewirkten 
Veranderungen der einzelnen N-Fraktionen werden am tibersichtlichsten, 
wenn man den Reizstoffwechsel in Prozenten des Ruheumsatzes aus- 
driickt, wie dies fiir die beiden obigen Versuche in der folgenden Tabelle V 
geschehen ist. Die Menge des N unbekannter Herkunft ist aus der 
Differenz zwischen direkt bestimmtem Total-N und der Summe der 
einzelnen N-Fraktionen berechnet; sie betriagt in Versuch 1 29,7 bzw. 
36,3 Proz., in Versuch 2 21,1 bzw. 37,9 Proz. 


Tabelle V. 
Reizumsatz der Versuche aus Tabelle IV in Prozenten des Ruheumsatzes. 





N unbekannter Total«N 


Nr. NH 3-N NH, N Eiweif-N Lipoid+N Herkunft 


110 290 116 137 253 205 
107 296 106 149 437 244 
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C. Stoffwechsel bei Zuckerzujuhr. 


In friiheren Untersuchungen!) hatten wir gefunden, daB der Zusaty 
von Traubenzucker zu der Versuchslésung eine bedeutende N-Er. 
sparnis bedingt, besonders im Reizstoffwechsel. Die Verringerung de. 
Umsatzes N-haltiger Substanzen konnte hier 80 Proz. betragen und so 
groB sein, daB offenbar der gesamte Erregungsumsatz durch den zu. 
gesetzten Traubenzucker bestritten wurde; denn der Reizumsatz eines 
in Zuckerlésung befindlichen Praparats war nicht gréBer als der Ruh: 
umsaiz eines in gewohnlicher NaCl-Lésung aufbewahrten Riickenmarks 
Die folgenden Versuche hatten die Nachpriifung dieses Verhaltens fiir 
die einzelnen Fraktionen des N-Umsatzes zur Aufgabe. Dieser wurck 
stets vergleichend in 0,7 proz. NaCl-Lésung und in solcher mit Zusatz 
von 0,5 Proz. Glucose an den beiden Halften desselben quer geteilten 
ZNS in achtstiindigen Versuchsperioden bestimmt. Die absoluten Wert: 
sind in Tabelle VI wiedergegeben. 


Tabelle VI. 


EinfluB der Zufuhr von Traubenzucker auf den N-Umsatz in Milligrammen 
pro 1g und 8 Stunden. 





Nr. Versuchslésung Versuchs- 0 NHyN NHgsN_ Eiweif-N Lipoid-N  Total-N 
bedingung po 


Na Cl-Lésg. Ruhe 24,1—24,6 0,17 0,65 0.17 0,63 2.51 
+ Zucker . 41-246 027 068 023 070 1.67 
NaCl-Lésg. Reizung 22,7—24,5 0,17 1,89 0,28 0,89 4,26 
+ Zucker a 22,.7—24,5 0,28 0,92 0,23 0,97 

Na Cl-Lésg. * 25,0—27,.0 0,18 2,25 0,19 1,12 

+ Zucker - 25.0—27.0 0,26 1,06 0,33 1,20 
NaCl-Lésg. Ruhe 26,7—285 0,18 0.85 0,43 0,84 

+ Zucker Reizung 26,7—285 0,28 1,06 041 1,22 
NaCl-Lésg. Ruhe 24.5 0,19 0.71 0,29 0,87 

+ Zucker Reizung 24.5 0,22 091 0,42 1,14 


Betrachten wir die in dieser Tabelle zusammengestellten Versuchs. 
ergebnisse, so kénnen wir daraus die folgenden SchluBfolgerungen 
ableiten: Hinsichtlich des Gesamtumsatzes an N-haltigen Substanzen 
stimmen die Resultate mit unseren alteren oben zitierten véllig iiberein. 
Der Zusatz von Traubenzucker zu der NaCl-Lésung, in der das ZNS 
des Frosches iiberlebend erhalten wird, bewirkt eine gewaltige Ver- 
minderung der N-Abgabe, die in dem Ruheversuch 33,5 Proz., in den 
Reizversuchen 46 bis 50 Proz. des Umsatzes ohne Zucker betragt. 
Ebenso wie friiher wurde auch diesmal beobachtet, daB der Erregungs. 
umsatz (das ist die durch die Reizung bewirkte Steigerung des Umsatzes 


') Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 9, 1919. 
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iber den Ruhewert) zur Ganze auf Kosten des zugesetzten Zuckers 
erfolgen kann, denn in den Versuchen 4 und 5 ist der Reizstoffwechsel 
bei Zuckerzufuhr nicht gréBer als der Ruhestoffwechsel ohne Zucker. 

Die sparende Wirkung, die der Zucker in den einzelnen Fraktionen 
des N-Umsatzes bewirkt, ist aber eine héchst ungleiche. Wie schon 
in den fritheren Untersuchungen iiber die NH,-Bildung im ZNS beob- 
achtet (a. a. O., S. 146), aber nicht weiter protokollarisch belegt wurde, 
hat die Zeckerzufuhr auf die NH,-Abgabe durchaus keinen vermindernden 
KinfluB, ja es wird vielmehr sogar eine Steigerung derselben bewirkt. 
Das gleiche scheint, wenn auch in geringerem Umfange, beim Lipoid-N 
der Fall zu sein. Die — wohl von mehr zufalligen Faktoren abhangige 
GréBe der EiweiBabgabe zeigte keine bestimmt gerichtete Beeinflussung 
durch Zuckerzufuhr. So bleiben fiir die N-Ersparnis bloB der formol- 
titrierbare Stickstoff und die noch unbekannte N- Quelle iibrig, deren 
GréBe sich aus der Differenz zwischen dem direkt bestimmten Total-N 
und der Summe der einzelnen N-Fraktionen auch in diesen Versuchen 
(ohne Zuckerzufuhr) zu rund einem Viertel des Gesamtumsatzes be- 
rechnet. In dem Ruheversuch ist auch die Menge des N H,-N bei Zucker- 
zufuhr unverandert; in den Reizversuchen dagegen ist tatsachlich eine 
bedeutende Ersparnis zu verzeichnen, die etwa 50 Proz. des Umsatzes 
an NH,-N ohne Zuckerzufuhr betrigt. Der Rest der Ersparnis entfallt 
auf den Stickstoff unbestimmter Herkunft (Cerebroside ’), fiir den sich 
das sehr bemerkenswerte Resultat ergibt, daB er durch die Zuckerzufuhr 
vollstiindig eingespart wird, so daB der N-Umsatz im letzteren Falle 
zur Gianze aufgeklirt erscheint. Eine Ubersicht iiber diese Befunde 
gibt die Tabelle VII, in welcher der in den Versuchen | bis3 der Tabelle VI 
beobachtete Umsatz N-haltiger Substanzen bei Zuckerzufuhr in Pre- 
zenten des Umsatzes ohne Zucker ausgedriickt ist. Der N unbekannter 
Herkunft ist als X-N bezeichnet. 


Tabelle VII. 


N-Umsatz bei Zuckerzufuhr in Prozenten des Umsatzes ohne Zucker 
(Versuche 1 bis 3 der Tabelle VJ). 





Nr. Me an NH,-N | NHeeN_ Eiweifi-N_ LipoidsN veN Total «N 
] Ruhe 159 105 135 11] 0 67 
2 Reizung 165 49 82 109 0 50 
3 = 144 48 174 108 0 54 


D. EinfluB der Narkose. 
Je zwei Versuche mit 1 Proz. Athylurethan und 6 Vol.-Proz. 
Athylalkohol ergaben eine Herabdriickung des N-Umsatzes in acht- 
stiindigen Versuchsperioden bis unter die Grenze der Nachweisbarkeit. 
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Zusammenfassung. 


Die mikroanalytische Untersuchung der von dem iiberlebende: 
isolierten Zentralnervensystem des Frosches an die umgebende Lésuny 
abgegebenen N-haltigen Substanzen ergab, daB diese im Ruhesto// 
wechsel zu geringem Prozentsatz aus Ammoniak und LEiweif, in de: 
Hauptsache (im Mittel je 28 bis 29 Proz.) aus mit Formol titrierbarem 
Stickstoff und aus Stickstoff wasserléslicher Lipoide, und zu etwa einen 
Viertel aus Stickstoff unbekannter Herkunft bestehen. 

Im Reizstoffwechsel bleibt die absolute Menge des N H,-N und des 
EiweiB-N unverindert, die Menge des Lipoid N steigt etwas, die des 
formoltitrierbaren N und des N unbestimmter Herkunft auf das Mehr. 
fache an. 

Die Zufuhr von Traubenzucker bewirkt, wie schon friiher gefunden 
eine gewaltige Einschrankung der N-Abgabe, besonders im Reizstoff- 
wechsel, wo der ganze Erregungsumsatz durch den Zucker bestritten 
werden kann. Hierbei zeigt die Menge des EiweiB-N keine bestimmt 
gerichtete Beeinflussung, die des Lipoid-N scheint ein wenig, die des 
NH,-N sogar deutlich zuzunehmen, so daB die ganze N-Ersparnis 
auf Rechnung des formoltitrierbaren N und des N unbekannter Herkunft 
(Cerebroside ?) entfallt. Der Umsatz des letzteren kommt ganzlich 
in Fortfall. 

Erkrankte Tiere zeigten eine stark erhéhte EiweiBabgabe und einen 


sehr gesteigerten Reizstoffwechsel. — Durch Narkose konnte der 
N-Umsatz unter die Grenzen der Nachweisbarkeit vermindert werden. 
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Eine Methode zur Bestimmung der labilen Serumglobuline. 


Von 


(i, Leendertz. 
(Aus der medizinischen Klinik in K6nigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 15. November 1925.) 


In nachstehenden Ausfiihrungen soll eine fiir manche klinische 
Fragen wichtige Untersuchungsmethode erértert werden, die die 
messende Erfassung der labilsten Serumglobuline zum Gegenstand hat. 
Die klinische Brauchbarkeit der Methode hat sich mir in einer gréBeren 
Zahl von Einzeluntersuchungen erwiesen. Uber die klinische Aus- 
wertung der so gewonnenen Resultate soll demnachst an anderer Stelle 
berichtet werden. Hier méchte ich vor allem der Verpflichtung nach- 


kommen, auf die wissenschaftliche Begriindung des Prinzips der Methode, 
die Abgrenzung ihrer Brauchbarkeit, die méglichen Fehlerquellen, 
inneren Kontrollen usw. einzugehen. 


I. Zweck der Methode. 


Serologische Untersuchungen friiherer Autoren hatten gezeigt, daB 
die Labilitat eines Serums parallel geht mit dem quantitativen Ver- 
haltnis der grobdispersen zu den feindispersen EiweiBkérpern in dem 
Sinne, daB bei einer ,,Verschiebung zur grobdispersen Seite hin“ die 
Serumlabilitat erhéht gefunden wird. Wenn auch der Nachweis nicht 
erbracht ist, daB grobdisperse Proteine schon lediglich auf Grund ihres 
Dispersitatsgrades leichter ausflockbar sind, so ist doch jener Paralle- 
lismus so konstant, daB man in praxi den relativen Gehalt eines Serums 
an grobdispersen Proteinen als MaBstab seiner Labilitat benutzen kann. 

Es handelte sich demnach darum, eine fiir klinische Zwecke brauch- 
bare, also nicht zu komplizierte und zeitraubende Methode zur Be- 
stimmung einer méglichst eng umschriebenen Fraktion grobdisperser 
Proteine zu finden. Denn dies schien der einzig gangbare Weg zu sein, 
um fiir die Serumlabilitét einen objektiven MaBstab zu gewinnen. Die 
bisherigen Labilitatsreaktionen haben namlich entweder den Nachteil, 
daB der Grad der Flockung nur geschdizt wird, oder daB die Resultate, 
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wie z. B. die der Senkungsreaktion der roten Blutkérperchen, also eine: 
biologischen Reaktion, zu vieldeutig und nicht allein von den Protein. 
verhaltnissen abhangig sind. Die gesuchte Methode muBte also zy 
objektiven, d. h. zahlenmdBig ausdriickbaren Werten fiihren, die auch 
von verschiedenen Untersuchern in genau gleicher Weise zu erhalten 
sind. Auch muBte sie empfindlich genug sein, um schon geringe Schwan. 
kungen der Proteinverteilung im Serum anzuzeigen. 


Il. Welche Proteinfraktion ist dazu geeignet ? 


Es mute von der Methode gefordert werden, da sie einen durch 
einen einfachen Eingriff jederzeit qualitativ und quantitativ genau repro- 
duzierbaren Anteil der grobdispersen Proteine meBbar zur Darstellung 
bringt. 

Die Am, 8S O,-Halbsittigungsfraktion kam von vornherein nicht in 
Betracht, weil sie einen zu groBen Proteinanteil, naimlich die gesamten 
Serumglobuline umfaBt. Dies erschien deshalb weniger erstrebenswert, 
weil eine ,,Verschiebung der Proteine zur grobdispersen Seite hin“ 
sich weniger in einer Vermehrung der Gesamtglobuline (im prozentualen 
Verhaltnis zu den gesamten Serumproteinen) ausdriicken wird, als in 
einer Mengenzunahme gerade der grébstdispersen Teilchen, die ver- 
mutlich in relativ staérkerem MaBe vermehrt sind. 

Derselbe Grund sprach mit gegen die Verwendung des Rohrerschen 
Verfahrens (refraktometrisch-viskosimetrische Bestimmung des Glo- 
bulin-Albuminverhaltnisses), ganz abgesehen von dessen betrachtlicher 
Ungenauigkeit. 

In erster Linie kam daher die Bestimmung des unléslichen (lyophoben) 
Globulins in Frage. Dieses gewinnt man bekanntlich nach Hammarsten') 
durch Verdiinnung des Serums mit der 10- bis 15fachen Menge Wasser 
und Durchleiten gasférmiger CO,. Statt der CO,-Fallung kann man 
vor Verdiinnen auch mit verdiinnter Essigsiure schwach ansauern. 
Das so erhaltene Globulin ist nicht frei von Fibrinogen und Fibrino- 
globulin, auch 14Bt sich so.nicht die Gesamtmenge des Serumglobulins 
gewinnen. Trotzdem glaubte Brailsford Robertson®) auf diese Art 
(mit seiner weiter unten erwaihnten Methode) das gesamte Euglobulin 
des Serums zu bestimmen. Fiir unsere Zwecke ist es nun keineswegs 
von Belang, ob der ausgefallte Niederschlag die Reindarstellung einer 
chemisch wohlcharakterisierten Proteinfraktion bedeutet oder nicht. 
Die Fibrinogen- und Fibrinoglobulinbeimischung erscheint eher vorteil- 
haft, da es ja darauf ankommt, méglichst grobdisperse Teilchen zu 


') Hammarsten, Pfliigers Arch. 17 und 18, 1878. 
*) Brailsjord Robertson, Journ. of biol. Chem. 28, 1912 (zitiert nach 
Reiss in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod.). 
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erfassen. DaB der Niederschlag nicht das ganze Euglobulin umfaBt, 
diirfte auch fiir uns nur erwiinscht sein, da wir ja auf eine méglichst 
eng begrenzte grobdisperse Fraktion Wert legen. 


Ill. Versuche mit CO,-Globulin. 

So wurde, zunachst noch in Unkenntnis des Verfahrens von 
Robertson, ein refraktometrisches Differenzverfahren ausgearbeitet, das 
auf der Globulinfaillung nach Hammarsten beruht. Serum wurde mit 
der zehnfachen Menge Wasser verdiinnt und daraus durch Durchleiten 
von CQO, ein Niederschlag von Globulinen ausgefallt und abzentrifugiert. 
Die refraktometrische Bestimmung der Lichtbrechung des verdiinnten 
Serums vor und nach C O,-Fallung ergab infolge der starken Verdiinnung 
so geringe Differenzen, daB etwaige Ablesefehler sich bei der Berechnung 
in so hohem MaBe auswirken muBten, daB dadurch kein geniigender 
Genauigkeitsgrad erreichbar war. 

Es muBte also die quantitative Bestimmung des Niederschlages 
selbst in Angriff genommen werden. Gravimetrische Methoden muBten 
der Umstandlichkeit halber als fiir eine klinische Methode unbrauchbar 
von vornherein ausscheiden. Der Niederschlag war in Alkali und, 
wie sich zeigte, im urspriinglichen Serum wieder léslich. Es wurde daher 
der Niederschlag in Aqua destillata gewaschen und wieder ‘abzentri- 
fugiert, was eventuell nochmals wiederholt wurde. Dann wurde er 
im Exsikkator getrocknet und in lcem des urspriinglichen Serums 
gelést. Die Differenz der Lichtbrechung dieses Serums und desjenigen 
ohne den darin gelésten Niederschlag entsprach dem Gehalt des Serums 
an CO,-Globulin. Um den Wert in Prozenten auszudriicken, miiBte 
man die spezifische Refraktion dieses Globulins kennen. Bei der 
Durchsicht der Literatur auf Angaben der spezifischen Refraktion von 
EiweiBkérpern fand ich die Methode von Brailsford Robertson, die 
fast auf dem gleichen Prinzip beruht. Dieser Autor halt den durch 
Serumverdiinnung ‘und CO,-Fallung erhaltenen Niederschlag fiir das 
Euglobulin des Serums und gibt dafiir die spezifische Refraktion 
np = 0,00229 an. Seine Methode diirfte aber fiir klinische Zwecke 
zu umstandlich sein, erfordert auch jedesmal mindestens 10 ccm Serum. 
DaB der Niederschlag nicht das ganze Euglobulin umfaBt und auch 
nicht aus reinem Euglobulin besteht (Fibrinogenreste und Fibrino- 
globulin sind mit darin enthalten), ist fiir unsere Zwecke zumindest 
kein Nachteil. Es zeigten sich jedoch bald praktische Schwierigkeiten 
in der bisherigen Ausfiihrung der Untersuchung. Erstens ist die CO,- 
Fallung insofern wenig geeignet, als sich bei noch so langsamer Gas- 
blasenfolge eine Schaumbildung nicht vermeiden la8t, und dadurch 
die Méglichkeit besteht, daB Teile des Niederschlages verloren gehen. 
Zudem ist die CO,-Fallung etwas umstindlich. Zweitens scheint das 
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Globulin durch Waschen und Austrocknen an Léslichkeit einzubiiBen, 
denn es gelang stellenweise nicht mehr, diese zu erzielen. 

Dem ersten Ubelstand wurde dadurch abgeholfen, daB auf dic 
CO,-Fallung tiberhaupt verzichtet und diese durch Essigséurefallung 
ersetzt wurde. Es erwies sich als zweckmaBig, dem Serum die zehnfache 
Menge oder mehr einer 0,25 prom. Essigsdéure zuzusetzen. Zweitens 
wurde auf das Waschen und Trocknen des Niederschlages ebenfalls 
verzichtet. Dieser blieb vielmehr mit einem kleinen Rest des verdiinnten 
Serums nach dem Zentrifugieren im Zentrifugenglas. Dazu wurde 
das doppelte Volumen Serum zugesetzt, worin sich der Niederschlag 
stets restlos léste. Die Lichtbrechung dieser Lésung und diejenig: 
einer Mischung von 1 Teil Serumverdiinnung, aus der die Globuline 
ausgefallt und abzentrifugiert waren, mit 2 Teilen Serum wurden mit 
dem Pulfrichschen Refraktometer bestimmt. Ihre Differenz entspricht 
unter Beriicksichtigung der Verdiinnung und der spezifischen Re- 
fraktion (gleich dem Brechungsvermégen einer 1 proz. Lésung) dem 
Brechungsanteil der in 1 Teil Serum enthaltenen ,,Hssigsdureglobuline’. 


IV. Methodik. 


Die Untersuchung gestaltete sich nunmehr folgendermaBen: 

Benutzt wurden stets etwas iiber 3ccm Serum. Es steht nichts im 
Wege, auch mit geringeren Mengen, etwa der Hialfte, zu arbeiten. Da 
jedoch Venenpunktion erforderlich ist, wurde immer —— méglichst vom 
niichternen Kranken — etwa drei Viertel Reagenzglas voll Blut entnommen, 
ein Quantum, das man wohl jedem Patienten, auch bei wiederholter Unter- 
suchung, zumuten kann. Das Serum wurde stets bald nach der Blutentnahme 
untersucht; man kann es aber ebensogut bei kiihler Temperatur aufbe- 
wahren. 

ZweckmaBbigerweise beginnt man mit der Bestimmung des Brechungs- 
index des Serums mittels des Pulfrichschen Refraktometers, dessen Hilfs- 
prisma mit einem Tropfen Serum beschickt wird. Wahrend das Instrument 
im Temperierbad steht — 10 Minuten sind dazu erforderlich —, geht die 
Untersuchung weiter. Man gibt in ein starkwandiges, unten spitz zulaufendes, 
mit einem Teilstrich fiir 0,5 cem versehenes Zentrifugenglas') genau 1,0 ccm 
Serum und dazu 10ccm einer 0,25prom. Essigséurelésung (die wegen 
schlechter Haltbarkeit am besten jedesmal frisch aus einer 2,5 proz. Stamm- 
lésung durch Verdiinnung | : 100 herzustellen ist). Sofort tritt eine Flockung 
der labilsten Globuline auf. Sodann wird 10 Minuten mit etwa 3000 bis 
3500 Umdrehungen zentrifugiert. Wiahrenddessen kann man _ den 
Brechungswert (R,) des Serums in Pulfricheinheiten ablesen. Nach be- 
endetem Zentrifugieren wird die iiber dem in der Spitze des Zentrifugen- 
glases befindlichen, weiBen Niederschlag stehende, ganz klare Fliissigkeit 
bis genau zum Teilstrich 0,5 vorsichtig abgesaugt und in ein Reagenzglas 
gegeben. Zum Absaugen bedient man sich zweckmaBigerweise zunichst 


1) Wohl durch jeden Glasblaser kann man sich einige derartige 
Glaser anfertigen lassen; genaue Eichung ist jedoch erforderlich. 
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einer Pipette von etwa 10 ccm, die mit einem Glashahn und einem Schlauch 
versehen ist. Mit dieser saugt man, ohne mit der Pipettenspitze die Innen- 
wand des Zentrifugenglases zu beriihren, welcher in der Spitze gelegentlich 
Spuren des Niederschlages anhaften, bis etwas oberhalb des Teilstriches 
langsam ab und schlieBt den Hahn. Auf diese Art la6t sich ein Riickstrémen 
der Fliissigkeit und Aufriihren des Niederschlages leicht vermeiden. Fiir 
das weitere Absaugen bis genau zum Teilstrich nimmt man am besten eine 
zur Kapillare ausgezogene, ebenfalls mit Schlauch armierte Pipette. 
Zentrifugenglas und Hahnpipette kann man zur Erleichterung des Arbeitens 
an einem der in chemischen Laboratorien iiblichen Metallstander befestigen. 
Diese kleinen Kunstgriffe sind erwaihnenswert, weil bei nicht sorgfaltigem 
Absaugen leicht Fehler entstehen kénnen, die sich aber bei vorsichtigem 
Arbeiten und einiger Ubung vdéllig vermeiden lassen. Zu dem Globulin- 
sediment mit der bis zum Teilstrich dariiberstehenden Fliissigkeit gibt 
man nun wieder genau 1,0 ccm Serum, in welchem sich der Niederschlag 
vollstandig lésen la4Bt. Man beférdert dessen Lésung (Peptisation), indem 
man mit einem in der Flamme fein ausgezogenen Glasstaébchen umriihrt, 
wobei auch darauf zu achten ist, daB etwa der Innenwand der Zentrifugen- 
glasspitze anhaftende Globulinteilchen mitgelést werden. Von der so ent- 
standenen, klaren Lésung bringt man einen Tropfen auf das Refraktometer- 
prisma und bestimmt den Brechungswert R,. Wahrenddessen mischt 
man in einem kleinen Reagenzglas genau l ecm Serum mit 0,5 cem der 
vom Globulinniederschlag abgesaugten Fliissigkeit. SchlieBlich wird auch 
der Brechungswert dieser Mischung bestimmt (R,). (Dauer der ganzen 
Untersuchung etwa 40 Minuten.) 


Vv. Berechnung. 


Der Brechungswert R, bezieht sich also auf 1,5 ccm einer Lésung, 
die leem Serum und 0,5cem_ ,,Restfliissigkeit‘’ mit den aus 1 cem 
Serum ausgefillten Essigsiureglobulinen oder ,,Labilglobulinen“, wie 
ich sie nannte, enthalt. Der Wert R, entspricht einer Mischung von 
1,0cem Serum mit 0,5ccm Restfliissigkeit. Die Differenz R, — R, 
zeigt das Brechungsvermégen der aus 1 ccm Serum ausgefillten Labil- 
globuline in 1,4cem Lésung, muB also, um auf das urspriingliche 
Volumen von 1 cem bezogen zu werden, noch mit dem Verdiinnungs- 
faktor 1,5 multipliziert werden. Streng genommen ist dieses Vorgehen 
falsch, man miiBte eigentlich statt der R-Werte (Skalenteile) die 
Brechungsindizes einsetzen und die spezifische Refraktion in die Be- 
rechnung einbeziehen. Will man den Gehalt des Serums in Prozenten 
ausdriicken, oder sollen die Labilglobuline in Prozenten des Gesamt- 
proteins angegeben werden, so ist diese Art der Berechnung tiberhaupt 
die einzig zulissige. Da es zu dem vorliegenden Zwecke aber nicht 
auf eine quantitative Analyse ankam, es sich vielmehr nur darum 
handelte, einen zahlenmaBig ausdriickbaren Anhalt fiir die Menge 
der Labilglobuline im Serum zu gewinnen, wurde der Einfach- 
heit halber die Einsetzung der R-Werte statt der Indizes in die 
Rechnung gewahlt. 
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Auch das Verhaltnis der Labilglobuline zu den gesamten Serum. 
proteinen (Q) wurde zahlenmaBig einfach nach der Formel 
(R, R,) 1,5. 100 [ Labilglobulin 
ai R 
ausgedriickt, was mathematisch-physikalisch ebenso falsch ist, da die 
Intervalle zwischen zwei Skalenteilen in verschiedener Héhe der Skala 
nicht ganz gleichen Brechungswerten entsprechen und die spezifische 
Refraktion der EiweiBkérper iiberhaupt unberiicksichtigt bleibt. Da 
aber gegen die refraktometrische EiweiBbestimmung iiberhaupt Ein- 
wiinde zu erheben sind, und da meine Methode nicht den Anspruch 
auf eine genaue quantitative Proteinbestimmung machen soll, wurde 
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auch alles vermieden, was diesen Anschein erwecken kénnte, und 
absichtlich dieser willkiirliche MaBstab gewahlt. Immerhin ist dieser 
durch den Quotienten @ ausgedriickte MaBstab fein genug, um alle Ver- 
schiebungen im Verhdltnis der Labilglobuline zu den gesamten Serum- 
proteinen nicht nur ihrer Richtung, sondern auch ihrem Ausmap nach 
richtig anzuzeigen. 

VI. Kritik der Methode. 

Erfiillt die Methode nun wirklich den Zweck, jeweils eine be- 
stimmte Eiweibfraktion, im Falle der Vermehrung der grobdispersen 
Proteinteilchen also eine gréBere Quantitaét auszufillen, oder ist etwa 
die Menge des ausgefdllten Niederschlages von anderen Faktoren abhdngig ’ 
Wird sie beeinfluBt etwa von dem Grade der Verdiinnung des Serums 
mit Wasser, dem Gehalt an Essigsiure, der Dauer der Einwirkung der 
verdiinnten Essigsiure, der Dauer des Zentrifugierens? Ist auch der 
Zeitpunkt der Verarbeitung des Serums von Belang? SchlieBlich muBte 
der Ausfall von Parallelbestimmungen gepriift, die méglichen Fehler- 
quellen beriicksichtigt und daraus die gesamte Fehlerbreite der Methode 
festgelegt werden. Alle diese Fragen waren zu priifen, ehe ein klinisches 
Arbeiten mit der Methode berechtigt war. 


A. Ist die Menge des Niederschlages abhdngig 


1. von dem Verdiinnungsgrad und dem Gehalt der Verdiinnungs- 
fliissigkeit an CH,COOH ? 

Versuchsrethe 1'). Serum vom Lichtbrechungsvermégen R, 59,7; 
je lecem wird versetzt mit 

a) 10 ccm einer 0,25prom. Essigséurelésung 


b) 15 .,, o O25 » ” 
c) 2 ,, Aqua dest. + S8cem 0,25prom. Essigsiurelésung 
a 8 ws % » +10 , O26 ,, so 


1) Die allen Versuchsreihen zugrunde liegenden Untersuchungen wurden 
mehrfach angestellt, hier ist nur je ein Beispiel angefiihrt. 
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Die Proben a) bis d) wurden in der iiblichen Weise verarbeitet. Die 
Brechungswerte fiir R, und R, variierten ganz unbedeutend, entsprechend 
dem verschiedenen Gehalt an Wasser und Essigsaure. Die Differenz 
R, — R, ergab jedoch in allen Proben den gleichen Wert (R, — R, 1,6). 
Somit ist erwiesen, daB die Menge der ausgefillten Globuline in der 
Tat von diesen Faktoren unabhangig ist. 

2. von der Dauer der Essigsiureeinwirkung auf das Serum ? 

Versuchsreihe 2. Serum vom Lichtbrechungsvermégen R, = 60,3; 
je leem Serum wird mit 10 ccm 0,25proz. Essigsdure versetzt, die erste 
Probe wird sofort zentrifugiert und verarbeitet, die zweite nach vier- 
stiindigem Stehen. Die Brechungswerte beider Proben waren genau gleich 
(49,1). 

Hierdurch ist erwiesen, da8 die vollstindige Ausfaillung der Labil- 
globuline sofort erfolgt, die Dauer der Essigsiureeinwirkung also irre- 
levant ist. 

3. von der Dauer des Zentrifugierens * 

Versuchsreihe 3. Zwei weitere Proben der vorigen Versuchsreihe 
wurden je 10 Minuten und | Stunde bei etwa 3000 Umdrehungen zentri- 
fugiert. Die Brechungswerte beider Proben R, waren gleich (49,1). 

Es ergibt sich hieraus, daSi 10 Minuten dauerndes Zentrifugieren 
geniigt, um alle ausgeflockten Globulinteilchen zu Boden zu reiBen. 

4. von dem Zeitpunkt der Verarbeitung des Serums ? 

Versuchsreihe 4. Blutentnahme am 9. September 1923, 1] Uhr vor- 
mittags. 

Probe a), frisch untersucht: R, 61,2; R, 49,1; R, 47, 
R, R, = 1,4; Q = 3,4. 


~1 


, 


Probe b), nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur: FR, 62,7; 
R, = 49,7; R, = 48,8; R, R, = 0,9; Q 2,2. 
Probe c), nach 48stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank: R, 62,8; 


R, = 49,8; R, = 48,4; R,— R, 14; Q = 3,3. 

Diese Versuchsreihe zeigt, daB langeres Aufbewahren im Eisschrank 
das Resultat kaum beeinfluBt, wenn auch der Gesamtbrechungswert (wie 
bekannt) eine Anderung erlitt, in diesem Falle von 61,2 auf 62,8 anstieg. 
Dagegen verandert sich beim Stehen des Serums bei warmerer Temperatur 
sowohl das Gesamtbrechungsvermégen als auch der Labilglobulinwert, 
hier im Sinne einer Verminderung. Man mu8 hier wohl eine Struktur- 
anderung annehmen. Es ergibt sich hieraus die Forderung, das Serum 
méglichst frisch zu verarbeiten, oder, wo dies nicht angangig, es wenigstens 
im Eisschrank aufzubewahren. 


B. Parallelbestimmungen. Fehlerquellen und -breite der Methode. 


Bei den meisten der klinischen Arbeit zugrunde liegenden insgesamt 
88 Untersuchungen wurden Doppelbestimmungen gemacht, die groBten- 
teils véllig iibereinstimmende Werte fiir R, und R, ergaben. Gelegentlich 
kamen Abweichungen im MaBe von +-0,05 Teilstrich vor. Fehler 
kénnen entstehen durch ungenaues Pipettieren und Absaugen der 
iiberstehenden Fliissigkeit vom Niederschlag. Bei einiger Ubung 
lassen sie sich aber vermeiden. Eine weitere Fehlerquelle liegt im 
Ablesen der Brechungswerte. Nach meinen Erfahrungen wie auch 
Angaben der Literatur ist der Ablesefehler nicht gréBer als + 0,05 Teil- 
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strich. Daraus laBt sich die Fehlerbreite der Methode fiir Q auf + 0,25 
berechnen. Die beiden méglichen Extreme, namlich gleichzeitige Ab 
weichungen von 0,05 Teilstrich fiir R, nach oben, fiir R, nach unten 
und fiir R, nach oben einerseits und fiir R, nach unten, R, nach oben 
und #&, nach unten andererseits ergeben fiir Q die héchstméglich« 
Abweichung von 0,5. Dieser Fall ist, wie gesagt, das Extrem der durch 
Ablesefehler méglichen Fehlerbreite und wird vermutlich nur selten 
vorkommen. 


Zusammenfassung. 

Im Bestreben, eine méglichst eng umschriebene Fraktion grob- 
disperser Serumproteine zu erfassen, wurde nach Versuchen mit Kohlen- 
siureglobulin eine Methode zur Bestimmung der Essigséureglobuline 
Labilglobutin 
Serumprotein 
prozentuale Verhaltnis der durch Essigsdiure faillbaren Globuline zu 
den Gesamtproteinen des Serums aus. Es wird durch Versuche dar- 
getan, daB die mit der Methode erhaltenen Werte tatsachlich nur vom 
Gehalt des Serums an den genannten Globulinen abhangig sind. Der 
Genauigkeitsgrad von Doppelbestimmungen und die Fehlerbreite der 
Methode werden erértert. 
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Verfiitterung von Nitroanthrachinon. 


Von 


Hanns John und Viktor Fisehl. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Deutschen Universitat, Prag.) 


(Eingegangen am 15. November 1925.) 


In dieser Zeitschrift!) wurde mitgeteilt, daB nach Verfiitterung 
von Nitroanthrachinon an Mause in deren Harn Aminoanthrachinon 
und gleichfalls rot gefirbte, aber alkalilésliche Anthrachinonderivate 
vefunden werden. Diese Beobachtung und der Umstand, daB die 
Menge der bei diesen Versuchen erhaltenen, eben genannten Ver- 
bindungen sehr gering war und deshalb fiir eine genaue Bestimmung 
nicht ausreichte, gab auch aus den friiher erérterten Griinden Ver- 
anlassung, diese Experimente mit gréBeren Tieren zu wiederholen. 

Die hierbei erlangten Ergebnisse lassen sich dahin zusammen- 
fassen: 

Verfiittert man reines |-Nitroanthrachinon an Meerschweinchen, 
erhalt man etwa 9 Proz. davon in Form von anderen Anthrachinon- 
derivaten im Harn der Tiere wieder. Der Kot ist frei von solchen 
und zeigt normale Beschaffenheit. 20,0 g Nitroanthrachinon ergaben : 
0,87 g 1-Amino-anthrachinon (I), 0,38 ¢ 1-Amino-4-oxy-anthrachinon (IT), 
0,35 g 1, 2, 7-Trioxy-anthrachinon (IIT) und 0,03 g eines nicht identi- 
fizierten, tiber 320° schmelzenden Amino-oxy-anthrachinons. 


CO NH, CO NH, CO OH 
HO OH 

co CO OH co 

I. II. Il. 


Die Frage, in welcher Form diese drei Stoffe, von welchen gerade 
nur das 1, 2, 7-Trioxy-anthrachinon, und dieses sehr beschrinkt, in 
Wasser léslich ist, im Harn gelést waren, konnte bisher keiner end- 
giltigen Beantwortung zugefiihrt werden. Ebenso bleibt es spateren 


1) Hanns John, diese Zeitschr. 155, 161, 1925. 
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Untersuchungen vorbehalten, tiber die Bildung der Substanzen in 

Organismus Naheres auszusagen und das Schicksal der restlichen 

Menge des verfiitterten Nitroanthrachinons im Tierkérper aufzuklare: 
Die Versuche wurden in nachfolgender Weise durchgefiihrt: 


Drei mannliche Meerschweinchen Gesamtgewicht 1350 ¢ , die 
mit angefeuchtetem Hafer und Criinfutter ernahrt wurden, bekame: 
mittels eines Léffels zu etwa 0,25 g pro Tier und dosi innerhalb von 9 Tage: 
20,0 g bei 228° schmelzendes analysenreines 1-Nitroanthrachinon, welches 
noch zudem dahin gepriift wurde, daB es weder beim Kochen mit Wasser, 
noch mit verdiinnter oder konzentrierter Lauge oder Salzséure diese ver 
firbte. Bereits | Stunde nach Verabreichung der ersten Gabe von Nitro 
anthrachinon war der Harn der Tiere, welche durch die ganze Versuchsdaue: 
normales auBeres Verhalten zeigten, purpurrot gefarbt, waihrend der Kot, 
der gleichfalls quantitativ separat gesammelt wurde, innerhalb derselben 
Zeit immer unverdndertes Aussehen und Farbe hatte. Das Gewicht der 
Tiere betrug am zehnten Tage seit Beginn der Verfiitterung, zu welchen 
Zeitpunkt der Harn wieder ungefarbt war, 1060 g. 


Harn, 


Der tiefrot gefarbte Harn — Menge 216 ccm —, in welchem sic! 
eine geringe Menge heller Flocken befand, wurde wie nachstehen« 
beschrieben aufgearbeitet : 

Der Harn wurde mit 25ccm n/10 Salzsiure angesdiuert und be 
60° zur Trockne gebracht. Es verblieb ein klebriger Riickstand 


Gewicht 37,5 g —, welcher nach dreiwéchigem Trocknen tiber Schwefe'- 
siure und Phosphorpentoxyd im Vakuumexsikkator 31,0g eines 
dunkelroten, sehr hygroskopischen Pulvers ergab. 

Eine Probe davon mit Zinkstaub und Natronlauge gekocht, zeigte 
intensive Rotfairbung'); eine geringe Menge, in Benzol gelést, mit 
Ammoniak versetzt und geschiittelt, gab die Borntrdgersche Reaktion?) 

Das eben erwahnte Produkt wurde mit insgesamt 500 ccm thiophen- 
freiem, trockenem Benzol bis zur Farblosigkeit der abtropfenden 
Fliissigkeit im Heifextraktionsapparat behandelt, welche Operation 
3 Wochen in Anspruch nahm und bei der schon nach kurzer Zeit die 
Abscheidung von dunkel gefirbten Krusten im Kolben beobachtet 
werden konnte. 

Benzolextrakt. 


Die nach Abdestillieren des Benzols verbleibende Substanz wurde. 
wie oben angegeben, bei Gegenwart von festem Paraffin im Vakuum 
getrocknet und bildete dann 2,7 g einer dunkelrot gefarbten, schwach 
riechenden Masse. 


1) Boétiger, J. pr. 2, 133, 1870; Graebe und Liebermann, A. 160, 127, 1871 
2) Borntrdger, Z. anal. 1880, S. 165; Tschirch, Ber. d. D. Pharm. Ges 
8, 174, 1898. 
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Diese wurde portionsweise mit insgesamt 250 ccm n/20 Natron- 
lauge, d. h. bis zur Farblosigkeit der Fliissigkeit, bei 60° digeriert und 
der in Alkali nicht lésliche rotgefarbte Riickstand auf einem Filter 
gesammelt, neutral gewaschen und bei 110° getrocknet. Die Menge 
desselben betrug dann 0,65 g. 


Diese kristallinisch erscheinende Substanz wurde einer Vakuum- 
sublimation unterworfen. Nach Wiederholung derselben resultierten 
hellrote Nadeln, deren Schmelzpunkt bei 246° lag. Eine Probe davon, 
mit reinem 1-Amino-anthrachinon gemischt, zeigte den gleichen Schmelz- 
punkt. Bestimmung des Stickstoffs nach Dumas ergab: 


0,1457 g Substanz: 8,6 ccm N (27°, 738 mm). 
C,,H,O,N. Ber.: N 6,28 Proz. 
Gef.: N 6,29 ,, 

Das rotviolette alkalische Filtrat wurde in der Kalte mit einigen 
Tropfen konzentrierter Salzsiure angesiuert. Es fielen dunkelrote 
Flocken aus, welche abgesaugt, chlorfrei gewaschen und bei 110° ge- 
trocknet wurden. Gewicht 0,27 g. Zweimalige Sublimation im Vakuum 
ergab violettrote Nadeln, welche bei 207° schmolzen. Der Misch- 
schmelzpunkt mit 1-Amino-4-oxy-anthrachinon (B. A. 8. F.) lag bei 206°. 
Eine Stickstoffbestimmung lieferte das nachstehende Ergebnis: 

0,1196 g Substanz: 6,6 ccm N (27°, 738 mm). 
C,,H,O,N. Ber.: N 5,86 Proz. 
Gef.: N 5,88 ,, 

Die nach Abfiltrieren des 1-Amino-4-oxy-anthrachinons zuriick- 
vebliebene salzsaure Fliissigkeit wurde dreimal mit Ather ausgeschiittelt. 
Dieser hinterlieB beim Abdampfen 1,45 g eines stark riechenden, rot- 
braunen Sirups, der sich leicht in Natronlauge léste. Aus dieser konnte 
nach Filtration durch Salzsiure ein hell gefairbtes Ol gefallt werden, 
welches nach langerem Stehen in einer Kaltemischung kristallinisch 
erstarrte. Die Substanz schmolz dann bei 160°. Umkristallisation 
aus verdiinntem Alkohol erhéhte den Schmelzpunkt auf 186°. Die 
Substanz wurde durch die bekannten hierfiir charakteristischen Reak- 
tionen als Hippurséure erkannt. 

Die restierende wasserige Phase wurde zur Trockne gebracht. 
Der braun gefarbte Riickstand, dessen Menge nach Trocknen bei 110° 
nunmehr 2,20 g betrug, war frei von Anthrachinonderivaten und bestand 
in der Hauptsache aus Natriumchlorid, welches mit einer Spur orga- 
nischer Substanz verunreinigt war. 


Extraktionsriickstand, 
Die nach der Benzolextraktion in der Hiilse verbliebene dunkel- 
rote, klebrige, hygroskopische Masse wog 28,0 g. 
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Proben davon, wie friiher beschrieben, qualitativ daraufhin unter. 
sucht, zeigten die Anwesenheit von Anthrachinonderivaten bzw. Oxy- 
anthrachinonen. Dieses Produkt wurde portionsweise mit insgesamt 
400 ccm Wasser auf dem Wasserbad bis zur Farblosigkeit der iiber- 
stehenden Fliissigkeit digeriert und filtriert. Am Filter verblieb der 
Riickstand (A). Das rotgefarbte Filtrat wurde mit Kaliumchlorid 
bis zur Sattigung versetzt und mit einigen Tropfen n/10 Natronlauge 
schwach alkalisch gemacht (B). Der nach 24 Stunden ausgefallene 
flockige Niederschlag wurde auf einem Filter gesammelt, mit ejskaltem 
Wasser gewaschen und bei 110° getrocknet. Die Menge dieses roten 
kristallinischen Produktes betrug 0,62 g. Es wurde mit 150 ccm 
n/20 Natronlauge auf dem Wasserbad digeriert. Die hierbei erlangte, 
in Lauge unlésliche Substanz — Gewicht 0,55g¢ — erwies sich als 
anthrachinonfrei und bestand fast nur aus anorganischen Salzen. 

Gliihriickstand. 0,5457 g Substanz: 0,5392 g = 98,8 Proz. Asche. 

Das Filtrat lieferte beim Versetzen mit einigen Tropfen konzen- 
trierter Salzsiure in der Kalte einen braunroten Niederschlag, welcher 
auf einem Filter gesammelt, chlorfrei gewaschen und bei 110° getrocknet 
wurde. Menge 0,05g. Diese Substanz war sublimierbar und wurde 
durch zweimalige Sublimation im Vakuum gereinigt. In diesem Zustande 
stellte sie gelbrote Nadeln dar. Sie enthielt keinen Stickstoff und war 
bei 320° noch nicht geschmolzen; sie léste sich in geringer Menge in 
Wasser und Ather, leicht in Alkohol und Chloroform, ebenso in Alkalien. 
Die violettrote Farbe der schwefelsauren Lésung schlug auf Zusatz 
von Salpetersiure in gelbbraun um. Diese Eigenschaften stimmen 
mit denen des 1,2,7-Trioxy-anthrachinons iiberein. Ein Gemisch der 
vorliegenden Substanz mit reinem 1,2,7-Trioxy-anthrachinon (B. A. 8. F.) 
war bei 320° noch nicht geschmolzen. 

Das schwach alkalische Filtrat von der durch Aussalzen mit 
Kaliumchlorid erzeugten Fallung (B) wurde mit Bariumchlorid versetzt. 
Es entstand unter Entfarbung der Fliissigkeit, die nunmehr frei von 
Anthrachinonderivaten war und — wie Abdampfen und Untersuchung 
der zuriickbleibenden Masse ergab — in der Hauptsache nicht ver- 
brennbare Verbindungen enthielt, ein Niederschlag, der — bei 110° 
getrocknet — 3,05 g wog und mit n/20 Natronlauge, wie friiher an- 
gegeben, in der Warme behandelt wurde. Aus dem Filtrat wurden 
in der schon beschriebenen Weise weitere 0,11 g 1-Amino-4-oxy-anthra- 
chinon gewonnen. Der Riickstand am Filter bestand lediglich aus 
anorganischen Salzen. 

Der Riickstand (A), der nach Auswaschen und Trocknen 2,75 g 
wog, wurde mit 150 ccm absoluten Alkohols extrahiert. In der Hiilse 
verblieb ein blaB rotviolett gefarbtes kristallinisches Pulver — Menge 
2,15 g —, welches mit n/20 Natronlauge behandelt wurde (C). Der 
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hierbei erhaltene Riickstand bestand aus anorganischen Salzen, vor- 
wiegend Trimagnesiumphosphat und Calciumsulfat. 


Gliihriickstand. 0,7631 g Substanz: 0,7578 g = 99,3 Proz. Asche. 


Das alkalische Filtrat von (C) war rotviolett gefarbt und gab 
beim Ansauern einen Niederschlag, der nach Waschen und Trocknen 
0,03 g wog. Diese Substanz war stickstoffhaltig und schwefelfrei. Eine 
Probe davon gab mit Zinkstaub und Lauge Rotfairbung. Die Born- 
trégersche Reaktion war positiv. Sublimation im Vakuum licferte 
ein in 10ten Nadeln kristallisiertes Produkt, das bei 320° noch nicht 
geschmolzen war. Zur naheren Identifizierung reichte die Menge der 
vorhandenen Substanz nicht aus. 

Der alkoholische Extrakt lieferte nach dem Eindampfen 0,55 g 
Riickstand, aus welchem weitere 0,22 g 1-Aminoanthrachinon gewonnen 
werden konnten. 

Das hierbei erlangte, tief violettrote alkalische Filtrat gab beim 
Ansauern nochmals 0,30 g eines Produktes, das nach vorangegangener 
Reinigung durch Vakuumsublimation bei 320° noch nicht geschmolzen 
war. Auch der Mischschmelzpunkt mit reinem 1, 2, 7-Trioxyanthra- 
chinon lag iiber 320°. Die Analyse lieferte folgende Werte: 

0,1492 g Substanz: 0,3633 g CO, und 0,4168g H,O. 


C,,H,O;. Ber.: C 65,6 Proz. H 3,1 Proz. 
Gef.: C 66,4 ,, H 3,2 ,, 


Kot. 

Der Kot, welcher, wie eingangs bereits erwahnt, wahrend des 
ganzen Versuchs normales Aussehen und Farbe hatte, wurde zunachst 
im Vakuum, spiter — gepulvert — bei 110° getrocknet. Er wog dann 
57,0 g. Die Anthrachinonprobe und die Borntrdgersche Reaktion waren 
negativ. Er enthielt keinen Blutfarbstoff, kein Hamatin, keine Por- 
phyrine, kein Urobilinogen, kein Bilirubin; Urobilin in Spuren. Das 
mikroskopische Bild zeigte lediglich Spelzen und Holzbestandteile. 





Der Kohlenstoff-Stickstoffquotient des Blutes unter normalen 
und unter experimentell gesetzten pathologischen Zustinden. 


Von 
Liborio Gomez (Manila). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 18. November 1925.) 
(Mit 2 Abbildungen im Text.) 


Die Untersuchung des C : N-Quotienten ist bisher nur im Urin 
zur Klarstellung von Stoffwechselstérungen herangezogen worden. Bei 
bestimmten Zustiinden, die von Bickel und Kauffmann-Cosla als dys- 
oxydative Carbonurie bezeichnet werden, findet man eine Erhéhung 
dieses Quotienten, d. h. also eine Ausscheidung von verhiltnismaBig 
mehr Kohlenstoff als Stickstoff. Zu diesen dysoxydativen Carbonurien 
gehéren unter anderem besonders bestimmte Avitaminosen und der 
Diabetes. Fiir diese letztere Stoffwechselstérung geben Bickel und 
Kauffmann an, daB auch nach der Subtraktion des durch den Harn- 
zucker bedingten hohen Kohlenstoffgehalts des Harns noch eine er- 
hebliche Menge Kohlenstoff iibrigbleibt, dessen Bindung vorliufig 
noch nicht geklirt ist, und dessen Vorhandensein sich nur durch den 
gesteigerten C : N-Quotienten verrit. Auch Rosin und Alfthan erhoben 
ahnliche Befunde beim Diabetes. Er ist auch nicht bedingt durch 
Substanzen wie Aceton, Acetessigsiure und f-Oxybuttersiure. Es 
erschien daher aussichtsreich, die Untersuchungen gerade bei Stoff- 
wechselstérungen, welche den Kohlehydratstoffwechsel betreffen, auch 
auf das Blut auszudehnen und festzustellen, ob auch bei der elementar- 
analytischen Bestimmung des Kohlenstoffs und des Stickstoffs im 
gesamten Blute und im enteiweiBten Blute sich Abweichungen zeigen 
wiirden. Bei den Versuchen, die weiter unten ausfiihrlich geschildert 
werden, wurde demnach das gesamte Blut auf seinen Gehalt an C und N 
untersucht, auBerdem der C- und N-Gehalt des enteiweiBten Blutes 
und schlieBlich der Blutzucker bestimmt. Aus der gefundenen Blut- 
zuckermenge wurde die ihm entsprechende Kohlenstoffmenge berechnet, 
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diese von dem gesamten Restkohlenstoff abgezogen und dann das 
Verhaltnis C:N gebildet. Der Blutzuckergehalt wurde bei den Be- 
rechnungen fiir das Vollblut vernachlassigt, da hier die fragliche Zucker- 
kohlenstoffmenge weit innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungs- 
methode lag. Derartige Analysen wurden angestellt bei normalen 
Hunden und bei phlorrhizinvergifteten Tieren, da ich auf diese Weise 
am leichtesten eine generelle Stérung des Kohlehydratstoffwechsels 
zu erzielen hoffte; dann wurden die Untersuchungen ausgedehnt auf 
die Phosphorvergiftung und schlieBlich auf die totale Pankreas- 
exstirpation ’). 

Die Analysen wurden in folgender Weise vorgenommen: Beim 
Vollblut wurde der Stickstoff nach Kjeldahl unter Verwendung von 
leem Blut bestimmt; der Reststickstoff nach der Mikrokjeldahl- 
methode unter Verwendung von etwa der zehnfachen Menge der bei 
Bang iiblichen. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt 
und der Kohlenstoff nach der in dem hiesigen Laboratorium iiblichen 
Methode der nassen Verbrennung nach Tangl und Kereszky. Hierbei 
wurde zur Bestimmung des Gesamtkohlenstoffs lecm Blut, zur Be- 
stimmung des Restkohlenstoffs das Filtrat von 30 bis 50 ccm Blut 
verwendet, das nach der Folinschen Methode mit Natriumwolframat 
und Schwefelsiure enteiweiBt wurde. Jede Bestimmung wurde als 
Doppelbestimmung ausgefiihrt und nur dann verwertet, wenn die 
Ergebnisse tadellos iibereinstimmten. Fiir die Kohlenstoffbestimmungen 
wurden zwei getrennte Apparate verwendet, deren Zuverlassigkeit 
wiederholt durch Probeanalysen bekannter Substanzen gepriift wurde. 

Als Versuchstiere dienten Hunde von 10 bis 15 kg Kérpergewicht, 
welche gegen 2 bis 3 Uhr nachmittags taglich eine gemischte Nahrung 
(Fleisch, Kartoffeln und Mohrriiben) in beliebiger Menge zu fressen 
bekamen. Die Blutentnahme geschah gewéhnlich zwischen 9 und 
12 Uhr vormittags, so daB die Tiere vor der Blutentnahme 18 bis 
22 Stunden niichtern waren. 

Nachdem die gesunden Tiere einigemal untersucht worden waren, 
wurden sie mit Phlorrhizin und Phosphor méglichst schwer vergiftet, 
um ausgesprochene Stoffwechselstérungen hervorzurufen. Wegen der 
fliichtigen Wirkung des Phlorrhizins wurde diese Substanz mehrmals 
taglich und ganz besonders einige Stunden vor der Blutentnahme 
injiziert. Bei den Tieren, denen das Pankreas entfernt wurde, wurde 
zufallig der Choledochus mit unterbunden, so daB die Tiere auBer 
schwerem Diabetes auch noch einen Ikterus hatten. Die gesetzten 


1) Versuche iiber den Harnquotienten C: N nach Abzug des Zucker-C 
bei der Phlorrhizin- und Adrenalinglykosurie sind zurzeit im _ hiesigen 
Laboratorium im Gange. 
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Stoffwechselstérungen gehéren somit zu den schwersten, die sich im 
chronischen Versuch tiberhaupt priifen lassen. 


Ergebnisse. 


Die Resultate sind in den Tabellen I und II zusammengestellt. 
Tabelle I enthalt die normalen Werte. AuBer Hund 5 und 6 waren 
die Tiere noch nie im Versuch gewesen. An diesen beiden Tieren waren 
einige Vorversuche mit Phlorrhizin unternommen worden zur Ein- 
iibung der Methodik. Die Tiere hatten sich aber vollkommen erholt, 
und die Resultate miissen als normal angesehen werden. Die Ergebnisse 
dieser Vorversuche sind als nicht ganz einwandfrei nicht in der Zu- 
sammenstellung enthalten; es sind nur solche Zahlen angefiihrt, die 
nach volliger Beherrschung der Methode in tibereinstimmenden Doppel- 
analysen gewonnen wurden. 

Die Tabelle I zeigt, daB der C- und N-Gehalt des Gesamtblutes 
bei verschiedenen Tieren und auch bei dem gleichen Tiere zu_ ver- 
schiedenen Zeiten nicht konstant ist. Er hangt wahrscheinlich mit 
dem Kraftezustand zusammen, denn nach 6fteren Blutentnahmen 
wird der C- und N-Gehalt kleiner. Dagegen bleibt der C : N- Quotient 
praktisch konstant und betragt durchschnittlich 3,5. 

Der Rest-C nach Subtraktion des Zucker-C schwankt zwischen 
0,067 und 0,093 g pro 100 cem Blut, Zahlen, die mit den Angaben von 
Mancini gut iibereinstimmen, der Rest-N zwischen 0,021 bis 0,036 g 
in der gleichen Blutmenge. Der Rest-C : N-Quotient unter normalen 
Verhaltnissen betragt durchschnittlich 3,0, er schwankt zwischen 
2,3 und 4,0. 

In der Tabelle II sind die Blutanalysen der gleichen Tiere unter 
experimentellen pathologischen Zustainden enthalten. Das Blut wurde 
zu ganz verschiedenen Zeiten der Stoffwechselstérung entnommen. 

Die phlorrhizinvergifteten Tiere waren folgendermaBen behandelt 
worden : 

Hund 2. 0,6 g bei zweimaliger Injektion. Die letzte Injektion erfolgte 
14 Stunden vor der Blutentnahme. 

Hund 3. 0,3 g 72 Stunden und 0,3 g 18 Stunden vor der Blutentnahme. 

Hund 4. 0,3 g 48 Stunden, 0,8 g 18 bis 24 Stunden und 0,6 g 2 Stunden 
vor der Blutentnahme. Der 1 Stunde vor der Blutentnahme entleerte Harn 
enthielt sehr reichlich Zucker. 

Hund 5. Am 27. August 10 Uhr vormittags 0,2 g, 3 Uhr 30 Min. nach- 
mittags 0,1 g, 5 Uhr 30 Min. nachmittags 0,3 g, um 10 Uhr nachmittags Blut- 
entnahme, 12 Stunden nach der ersten Injektion. Der zu dieser Zeit ent- 
leerte Urin enthielt sehr reichlich Zucker. Der Hund machte einen schwer- 
kranken Eindruck und wollte nicht fressen. 

Am 28. August Harnzucker stark positiv. 12 Uhr mittags, 26 Stunden 
nach der ersten Phlorrhizininjektion, Blutentnahme. 4 Uhr nachmittags 
0,3 g Phlorrhizin. 
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Am 29. August, 9 Uhr vormittags, 0,3 g Phlorrhizin. 12 Uhr mittags 
50 Stunden nach der ersten Injektion, Blutentnahme. Nach 3 Stunden 
gestorben, die Autopsie unterblieb aus auBeren Griinden. 

Wenn wir die an den Hunden 2, 3, 4 und 5 gefundenen Werte der 
Tabelle II mit den entsprechenden Normalwerten der Tabelle I ver- 
gleichen, so erkennen wir, daB zwar kleine Unterschiede bestehen, die 
aber nicht gréBer sind als die schon in der Norm bestehenden. Der 
durchschnittliche C : N-Quotient des Vollblutes bei der Phlorrhizin- 
vergiftung betragt 3,56. Der durchschnittliche C: N-Quotient des 
Restblutes betraigt 2,7, allerdings ist dieser Durchschnitt nur aus zwei 
Werten gewonnen, von denen der eine 2,0 und der andere 3,5 betragt, 
Werte, welche beide als innerhalb der Norm liegend angesehen werden 
kénnen. 

Bei den Phosphorvergiftungen wurde folgendermaBen vorgegangen : 

Hund 4 war 25 Tage vor dem Versuch mit Phlorrhizin behandelt 
worden, hatte sich aber véllig erholt. Am 10. und 11. September je 0,4 cem 
lproz. Phosphordéls. 15. September: Urin enthalt etwas EiweiB und Galle; 
Blutentnahme. 20. September: Das Tier wird entblutet. Bei der Ob- 
duktion wird fettige Degeneration der Leber, leichte fettige Verinderungen 
der Nieren, Ascites und Odem der Beine festgestellt. 

Hund 6. Am 8. September 2 ccm, am 9. September 4 ccm, am 10. Sep- 
tember desgleichen Phosphordéls subkutan. Blutentnahmen am 9. September, 
einen Tag, und am 11. September, drei Tage nach der ersten Phosphor- 
injektion. Das Tier starb in der Nacht zum 12. September. Die Obduktion 
ergab ausgesprochene fettige Degeneration der Leber und der Nieren. 

Die hierher gehérigen Zahlen der Tabelle Il sind ungefahr die 
gleichen, wie sie bei den gleichen Tieren unter normalen Verhaltnissen 
gefunden wurden, wie aus der Tabelle I hervorgeht. Der durchschnitt- 
liche Wert des C : N-Quotienten im Vollblut betragt bei der Phosphor- 
vergiftung 3,48, im Restblut 3,0. Es muB hervorgehoben werden, 
daB bei dem Hunde 6 drei Tage nach der ersten Phosphorinjektion der 
Restkohlenstoff und Reststickstoff stark' zugenommen hatte, wobei 
der Rest-N verhaltnismaiBig starker vermehrt war; der Quotient ist 
dementsprechend etwas kleiner. 

Bei den Hunden 7 und 8 wurde das Pankreas exstirpiert. Bei den 
Operationen wurde der Choledochus mit unterbunden, so daB die Tiere 
ikterisch wurden. Das Blut wurde am zweiten, dritten und sechsten Tage 
nach der Operation untersucht. Bei den Tieren bestand eine sehr 
ausgesprochene Glykosurie. Die Analysen lassen keine Veranderungen 
gegeniiber dem normalen Vollblut erkennen; der durchschnittliche 
Quotient betragt 3,46. Der Blutzucker ist stark vermehrt, desgleichen 
der Rest-C und der Rest-N, der Quotient dagegen bleibt unverandert 
und betragt 3,1 im Restblut. 

In den geschilderten Versuchen wurden die Hunde sehr schweren 
experimentellen Stérungen unterworfen, die geeignet waren, den 





. 
2 
4 
g 
3) 
i) 
g 
E 
= 
wo 
& 
= 
2 
© 
= 


Normale Hunde. 





Bemerkungen 


Gesamt- 


Gesamtblut 


Restblut 


| Rest-C 


Zucker-C — 


rest C 


L. 


22. VIL. 


Phlorrhizininjektion 


Am 23, VIL 
Phlorrhizininjektion am 


3.5 
4.0 
29 


0,021 


117 
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0, 
0,11 


0,128 
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0,036 
0,035 


0,089 0,035 
0.091 


0,087 
0,107 0,043 


0.085 0,034 


0,090 | 0,036 
0,084 0,033 


3,2 
3,38 
3,73 
3,67 
3.46 
3.66 
37 

3.43 
3.50 


2.60 
2:37 
2.52 
2.34 
3,01 
2.80 
2:20 
2.52 
3.30 


8,53 


9, 
9,42 


8, 
10,44 
10,27 

8,27 
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3. VIII. 
26. VILL. 
8. IX. 


31. VIT. 
1. VIII 


l 
2 
2 
2 
3 
4 
4 
5 
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CGromez: 


Morphiumnarkose 


0,023 
0.023 


C:N im Gesamtblut durchschnittlich 3,5, im Restblut 3,0. 


Stoffwechsel tiefgreifend zu 
verandern. Sehr auffallend 
ist, daB die gefundenen Ab- 
weichungen im Verhalten des 
C : N- Quotienten hier so klein 
sind, daB sie fast noch inner- 
halb der Fehlergrenzen der 
Methoden liegen. Diese rela- 
tive Konstanz des C : N -Quo- 
tienten weist darauf hin, dai 
zwischen dem C und N im 
Blute ein konstantes Gleich- 
gewicht besteht. Dieses Gleich- 
gewicht wird in der Norm 
und auch unter pathologischen 
Verhialtnissen reguliert durch 
die Ausscheidungsorgane, spe- 
ziell durch die Nieren, wenn 
es sich bestatigt, daB z. B 
bei der Phlorrhizinvergiftung 
Rest-C : N Harne erhdéht 
ware. 

Aus den beiden Tabellen 
ersehen wir, daB bei jeder 
Vermehrung des Blutzuckers 
auch der Restkohlenstoff zu- 
nimmt, daB aber nach der 
Subtraktion des Zucker- 
C-Wertes die Schwankungen 
des Restkohlenstoffs den 
Schwankungen des Reststick- 
stoffs entsprechen. Vielleicht 
ist der Hund 6 eine Ausnahme 
von dieser Regel, bei welchem 
am dritten Tage nach dem 
Beginn der Phosphorvergif- 
tung der Rest-N unverhaltnis- 
maBig zunahm. 

Im Hinblick auf die obe: 
erwahnten Befunde bei dia- 
betischen Urinen sind dix 
C:N-Quotienten bei den 
pankreaslosen Hunden von 


im 
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besonderem Interesse. In den diabetischen Harnen fanden Bicke! 
und Kauffmann eine Steigerung des C: N-Wertes, die nicht durch 
den C des Harnzuckers und der Acetonkérper bedingt war, gefunden 


Unsere diabetischen Hunde, die am Blute keine Steigerung des 
Quotienten erkennen lassen, hatten gleichzeitig auch einen Ikterus, 
so daB man einwenden kann, daf der Ikterus hier das Bild verschleiert 
hatte. Wir haben aber bei unseren phosphorvergifteten Hunden gesehen, 
da der Ikterus den C : N-Quotienten nicht wesentlich andert. Auch 
der Restquotient nach Abzug des Zucker-C, der bei der Hyperglykimie 
sehr betrichtlich ist, andert sich bei Pankreasdiabetes nicht. Rest-C- 
Quotientbestimmungen im Harne beim experimentellen Pankreas- 
diabetes des Hundes liegen zwar noch nicht vor; aber es bleibt immerhin 
auffallend, daB trotz der gewaltigen Blutzuckererhéhung bei dieser 
Krankheit der Quotient Rest-C: N im Blute normal bleibt. Es ist 
die Frage, ob beim experimentellen Pankreasdiabetes des Hundes 
iiberhaupt eine Erhéhung des Harnquotienten im Rest-C : N vorkommt, 
und fiir den Fall, daB8 sie vorkommt, warum der iibrige dysoxydable 
Kohlenstoff leichter ausgeschieden wird als der Zucker. Wenn die 
Erhéhung des Harnquotienten Rest-C: N aber nicht vorhanden sein 
sollte, dann miiBte man daran denken, daB beim experimentellen 
Pankreasdiabetes eben der gesamte Kohlehydratabbau nur bis zum 
Zucker durchgefiihrt wird. 


Zusammenfassung. 


Bei gesunden Hunden und bei Hunden, die durch Vergiftung 
mit Phlorrhizin und Phosphor und durch Pankreasexstirpation tief- 
greifende Stoffwechselstérungen erfahren hatten, wurde C und N im 
Gesamt- und im Restblut bestimmt und festgestellt: 

1. daB der Gehalt des Gesamtblutes an C und N bei verschiedenen 
Hunden und bei dem gleichen Hunde zu verschiedenen Zeiten bestimmten 
Schwankungen unterliegt, daB aber der C: N-Wert hierbei praktisch 
konstant bleibt und durchschnittlich 3,5 betragt. Im enteiweiBten 
Blute schwankt der ©: N-Quotient zwischen 2 und 4 und betrigt 
durchschnittlich 3. 

2. Der C : N- Quotient des Gesamt- und Restblutes bleibt praktisch 
der gleiche nach wiederholten Aderlassen und nach schweren Stoff- 
wechselstérungen, die durch Phlorrhizin- und Phosphorvergiftung sowie 
durch Pankreasexstirpation bewirkt sind. 

3. Die Elementaranalyse des Blutes auf Kohlenstoff und Stickstoff 
ist nicht empfindlich genug, um pathologische Anderungen aufzudecken, 
die, wenn sie vorhanden sind, so klein sein miissen, daB sie innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methoden liegen. 
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N-Quotient des Blutes usw. 


Methodik. 
Die Bestimmung des Kohlenstofjs im Harne und Blute auf nassem Wege. 


Erforderlich sind: 

1. Ein Zersetzungskolben; 

2. ein Verbrennungsrohr nach Art der zu Elementaranalysen ver- 
wendeten und ein dazu gehériger Ofen. Ausreichend ist ein Dennstedtofen ; 

3. AbsorptionsgefiBe, bestehend aus einer groBen 
CaCl,-Ente und drei Natronkalk-U-Réhren; 

4. Gaswaschflaschen, die mit konzentrierter H, SO, 
beschickt sind; 

5. eine Sauerstoffbombe mit Reduzierventil. 

Der Bau des Zersetzungskolbens geht aus der Abb. 1 
hervor. In ihn bringt man 10 bis 20 g Kaliumbichromat, 
welches durch vorheriges Schmelzen von Kohlenstoff 
befreit wurde und 5 bis 10cem des zu untersuchenden 
Urins. Dann werden die Glasverbindungen geschlossen 
und durch Einleiten von O, (Rohr a) die CO,-haltige 
atmospharische Luft verdringt. In den Trichter, der 
durch einen eingeschliffenen Glasstab verschlossen ist, 
gieBt man reinste konzentrierte Schwefelséure und laBt 
durch vorsichtiges Anheben des Glasstabes die Saure 
tropfenweise durch den Schlitz treten. Sie gelangt 
durch das den Kiihlmantel ganz durchsetzende Rohr a 
zu dem Harn und dem Bichromat und verablaBt anfangs 
schon bei der Verdiinnungswarme eine Zersetzung. Es 
entwickelt sich Gas, welches durch das Gasentbindungs- 
rohr } in eine mit konzentrierter Schwefelsaure gefiillte 
Gaswaschflasche D tritt. Aus dieser gelangt das Gas 
in das Verbrennungsrohr EZ, in dessen ersten Teil (s. Abb. 2) sich rot- 
gliihendes Kupferoxyd befinde: (Abb. 2). Hier wird etwa vorhandenes CO 
zu CO, oxydiert. Das Gas kommt nun mit Bleisuperoxyd in der zweiten 
Halfte des Rohres in Beriihrung, wobei saémtliche sauren Dampfe (HCl, 
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Abb. 2 


N,O, . SO, usw.) sowie Cl zuriickgehalten werden. Damit sich kein Blei- 
carbonat bildet, muB dieser Teil des Rohres ungefahr 300° hei® sein. Nach 
dem Austritt aus dem Rohre wird das Gas in einer groBen Chlorcalcium- 
ente F von Wasser befreit (es ist notwendig, eine frisch gefiillte CaCl,-Ente 
mit CO, zu fiillen und nach 24stiindigem Stehen mehrere Stunden mit 
Sauerstoff auszuwaschen ; erst dann ist der Apparat zu Analysen verwendbar). 
Die trockene CO,-, O,-, N,-Mischung streicht nun durch ein Natronkalk- 
rohr I, in welchem der grote Teil der CO, absorbiert wird. Der Rest 
der CO, verbleibt in dem Natronkalkrohr II. Das dritte Natronkalkrohr III 





432 L. Gomez: C: N-Quotient des Blutes usw. 


dient zum Schutz gegen die Luftkohlensiure, deren Menge in Raumer 
in denen solche Analysen ausgefiihrt werden, sehr betrachtlich werden kan: 
ks empfiehlt sich, hieran noch eine Schwefelsiure-Gaswaschflasche a: 
zuschlieBen und an dieser mittels einer Wasserstrahlpumpe sanft zu sauge: 
und so im ganzen System einen Unterdruck von wenigen Zentimetern 
Wasser zu schaffen. 

Wenn durch weiteren Zusatz von Schwefelsiure zu dem Reaktions- 
gemisch keine Gasentwicklung mehr erfolgt, beginnt man vorsichtig, den 
Kolben zu erwirmen. Man erhitzt schlieBlich bis zum Sieden (kenntlich 
an der SO,-Entwicklung, die am Kiihler wieder kondensiert wird). Dix 
Reaktion ist beendet, wenn der Inhalt des Kolbens griin geworden ist 
Man leitet dann mindestens 20 Minuten lang Sauerstoff durch den ganzen 
Apparat und bestimmt schlieBlich die entwickelte CO,-Menge durc! 
Wagung der beiden Natronkalkrohre I und II, nachdem sie 1 Stunde lang 
neben der Wage belassen waren. Die Rohre sollen stets mit Sauerstoff 
gefiillt sein. Im iibrigen sind die aus den Handbiichern iiber analytiscl. 
Chemie zu entnehmenden Kautelen streng zu beachten. 

Bevor man an die Analyse eines Harns geht, muB8 man sich unter 
Verwendung von Substanzen mit bekanntem Kohlenstoffgehalt (Oxalsaure, 
Harnsaéure, Traubenzucker) auf die Methode einarbeiten (nach Tanga 
und Kereszky, diese Zeitschr. 32, 266, 1911.) 
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Die Messung der aktuellen Reaktion des Kapillarblutes 
mittels Chinhydronelektrode. 


Von 


Rudolf Schaefer. 
(Aus der medizinischen Universitaétsklinik K6énigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 18. November 1925.) 


Bei der Priifung der Chinhydronelektrode auf ihre klinische Brauch- 
barkeit durch Schaefer und Schmidt (1) ergaben sich so giinstige Re- 
sultate, daB in dem neuen Verfahren eine Bereicherung der klinischen 
Arbeitsmethoden vermutet werden durfte. Inzwischen haben die 
Untersuchungen von Mislowitzer (2) zu gleich giinstigen Ergebnissen 
gefiihrt. Die obengenannte Priifung (1) der Chinhydronelektrode war 


jedoch von Anfang an nur als eine Voruntersuchung gedacht, mit dem 
Ziele, eine klinisch brauchbare Methode zur Messung der aktuellen 
Reaktion des menschlichen Blutes auszuarbeiten. 


Zwar gibt es mehrere Wege, auf denen die p,, des Blutes bestimmt 
werden kann, wobei in erster Linie die Arbeiten von Hasselbalch (3), Michaelis 
und Rona (4), H. Straub und Kl. Meier (5) u. a. zunennen sind. Auch haben 
amerikanische Autoren, besonders Corran und Lewis (6) und nach ihnen 
Mislowitzer (2) schon Messungen am Blute mittels Chinhydronkette aus- 
gefiihrt. Allen diesen Methoden aber haftet der Nachteil an, einmal, da8 
zur Blutgewinnung die Vene punktiert werden muS und Reihenunter- 
suchungen an demselben Individuum somit Bedenken haben, zum anderen 
erlaubt die aktuelle Reaktion gerade des Venenblutes nur sehr bedingte 
Riickschliisse auf den grundlegenden Regulationsmechanismus, so daB 
Verfahren notwendig wurden, das Venenblut auBerhalb des Kérpers der- 
jenigen CO,-Spannung auszusetzen, die im arteriellen Blute herrscht. 


Die direkte py-Messung im arteriellen Blute und ebenso diejenige 
im Kapillarblut verlangt, wenn sie exakt sein soll, vollkommenen 
Schutz vor Kohlensaureverlust. An dieser Forderung scheiterte die 
Bestimmung mittels Wasserstoffelektrode, wenn nicht der Gasraum 
der Elektrode in sehr schwierigen und zeitraubenden Vorbereitungen 
auf die CO,-Spannung des Blutes gebracht worden war, wie Hassel- 
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balch (3) es in seinen Untersuchungen getan hat. Auch Michaelis wi) 
Rona (4) konnten trotz méglichster Verkleinerung des schadlichen 
Gasraumes die Fehlerquelle nicht ganz ausmerzen. In der Chinhydron- 
elektrode dagegen, die keinen Gasraum im physikalischen Sinne hat. 
fiel diese Fehlerquelle ohne weiteres weg, und es lag also sehr nahe, 
mit ihrer Hilfe ein Verfahren zur direkten Messung der Blutreaktion 
auszuarbeiten. Der Einwand Hasselbalchs (7) gegen die direkte Messung, 
daB namlich die Fehlerquelle der Methode an sich bedenklich groB sei 
im Verhaltnis zu der Schwankungsbreite des Normalen, gilt natiirlich 
auch hier, eine Wertlosigkeit der Methodik wird dadurch aber keines. 
wegs bedingt, denn die Méglichkeit, Reihenuntersuchungen anzustellen, 
wie sie im folgenden beschrieben wird, lat dafiir in Zukunft Durch- 
schnittswerte aus viel zahlreicheren Einzeluntersuchungen erwarten 
als es bisher méglich war. Messungen der aktuellen Reaktion des 
menschlichen Kapillarblutes, die unter exaktem Schutze vor CO,- 
Verlust ausgefiihrt wurden, sind mir aus der Literatur nicht bekannt 
geworden. Dagegen zeigen die Untersuchungen von Hess (8) und 
seinen Schiilern einerseits und die von Afzler (9) und seinen Schiilern 
andererseits, da8 in der Physiologie sowohl wie in der Pathologie 
wichtige Fragen mittels der direkten p,,-Messung im Kapillarblut in 
Angriff genommen werden kénnen. Es soll daher im folgenden eine 
Methode beschrieben werden, die sich mit der genannten Aufgabe 
befaBt. 

Da, wie schon gesagt, das Prinzip der Methode sich auf die Chinhydron- 
kette aufbaut, so mu8, um eine Wiederholung zu vermeiden, auf die zu- 
sammenfassende Darstellung der grundlegenden, auf Haber und Russ (10) 
zuriickgehenden Untersuchungen verwiesen werden, die in der Arbeit 
von Schaefer und Schmidt (1) aufgefiihrt sind. Auch die Einzelheiten der 
Arbeitsweise, wie sie in den vorliegenden Untersuchungen angewandt 
wurde, ist dort beschrieben. 

Es wurde auch diesmal die Kompensationsapparatur nach Poggen- 
dorf in der Modifikation von Michaelis und als Nullinstrument ein 
Kapillarelektrometer angewandt. An den Elektroden dagegen hatten 
sich inzwischen Anderungen als vorteilhaft erwiesen. Als Vergleichs- 
elektrode wurde zwar weiterhin die Chinhydronvergleichselektrode von 
Veibel benutzt, aber nicht mehr ein Platinblech, sondern ein einfacher, 
etwa 0,7 mm starker und etwa 10mm langer Platindraht in die Ver- 
gleichsfliissigkeit eingetaucht. Diese Drahtelektrode war, wie iiblich, 
in eine Glasréhre eingeschmolzen, in deren Lumen der Draht etwas 
hineinragte, und dort wurde mittels Quecksilber die ableitende Ver- 
bindung hergestellt. Das ElektrodengefaB, welches das zu messende 
Blut aufnahm, entsprach in seiner Form der friiher beschriebenen 
Mikroelektrode, doch so verkleinert, da8 zur Fiillung 3 bis 4 Tropfen 
Blut geniigten. Auch eine einfachere Form des ElektrodengefaBes 





fam 

frei 

nich 
sone 
ApE 
Ele! 
hau 
sich 
gesi 
mul 
vor 
eini 


Messung der aktuellen Reaktion des Kapillarblutes usw. 435 


fand Verwendung, bei der der Platindraht, der einerseits als Elektrode 
frei in das Lumen des AufnahmegefaBes ragte, auf der anderen Seite 
nicht in einem abfiihrenden, Quecksilber gefiillten Glasrohr endete, 
sondern frei herausragte und durch eine Klemmschraube mit der 
Apparatur verbunden wurde. Jedenfalls ist es empfehlenswert, mehrere 
ElektrodengefaBe vorritig zu haben, damit die Séiuberung médglichst 
haufig und méglichst griindlich durchgefiihrt werden kann, wobei man 
sich am besten konzentrierter Schwefelséure, die mit Kaliumbichromat 
gesattigt ist, bedient. Das Nachspiilen mit doppelt destilliertem Wasser 
muB8 haufig und griindlich ausgefiihrt werden, und es hat sich als 
vorteilhaft erwiesen, die wassergefiillte Elektrode vor erneuter Benutzung 
einigemal in den Stromkreis einzuschlieBen. Die GefaBe sind bei Nicht- 
benutzung mit doppelt destilliertem Wasser zu fiillen. 

Angeregt durch die giinstigen Erfahrungen der amerikanischen 
Autoren Corran und Lewis (6), denen auch Mislowitzer (2) folgt, wurden 
Versuche mit Feingoldelektroden angestellt. Im Gegensatz zu den 
oben genannten Untersuchern konnten keine Vorteile gegeniiber der 
Platinelektrode festgestellt werden. Im Gegenteil, die Goldelektrode 
war gegen alle méglichen Stérungen viel empfindlicher, und das Potential 
stellte sich langsamer ein als beim Platin. Es wurden daher aille hier 
verwerteten Versuche mit unplatinierten Platindrahtelektroden aus- 
gefiihrt. 

Die wesentlichste Anderung gegen friiher betrifft die Elektrolyt- 
verbindung zwischen den beiden Elektroden. Die Benutzung von 
U-Réhrchen als Heber bewihrte sich nicht. Es wurden daher Réhrchen 
verwandt, die mit KCl-Agar gefiillt waren, und zwar wurde ohne 
zwischengeschaltete wisserige KCl-Lésung eine direkte Verbindung 
von der einen Elektrode zur anderen durch ein Réhrchen mit K Cl-Agar 
hergestellt. Verwendet wurde reinster Agar-Agar, der im Dampftopf 
filtriert war, in einer Konzentration von 5 Proz. Dazu wurde reinstes 
KCl bis zur Sattigung zugesetzt und damit die Réhrchen, die weiter 
unten beschrieben werden, gefiillt. Luftblasen muBten natiirlich ver- 
mieden werden. Nach dem Erstarren des Agars wurden die Réhrchen 
in gesattigte, wasserige K Cl-Lésung mit tiberschiissigem K Cl als Boden- 
kérper gelegt. Hier blieben sie. Benutzt wurden sie erst einige Tage 
nach der Herstellung, und zwar nur etwa drei- bis viermal, dann ver- 
worfen. Das Glasrohr selbst war U-férmig, etwa 4 bis 5mm stark 
und von mittlerer Wandstirke. Mit dem einen Schenkel reichte das 
Verbindungsrohr bis auf den Boden des VergleichselektrodengefaBes. 
Der andere Schenkel war in eine nicht zu diinne Kapillare ausgezogen, 
deren Ende rechtwinklig umgebogen und dann hart an der Biegung 
abgeschnitten wurde. Durch die Verjiingung des Verbindungsrohres 
konnte ein bequemes Einpassen in die Mikroelektrode erreicht werden. 
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Das Umbiegen am Ende verhinderte ein AufspieBen auf die frei ins 
Lumen ragende Drahtelektrode. Es sei nochmals darauf hingewiesen, 
daB besonders in dem kapiliaren Anteil des Verbindungsrohres beim 
Einsaugen des Agars keine Luftblasen entstehen diirfen. 

Zur Vervolistandigung der Apparatur ist jetzt nur noch der Luft- 
thermostat zu erwahnen, in dem sich die beiden ElektrodengefaBe bei 
der Messung befanden. Die Wande eines Kastens wurden mit dicken 
Filzlagen isoliert und an der Vorderwand eine kleine dicht schlieBende 
Tiir angebracht. Im Thermostatenraum selbst, der mit einer Kohlen- 
fadenlampe geheizt wurde, sorgte ein schnell rotierender Propeller fiir 
die Durchmischung der Luft. Die Temperatur, bei der die Messungen 
vorgenommen wurden, betrug 37°. 

Die eigentliche Messung mit ihren Vorbereitungen wird auf folgende 
Weise ausgefiihrt: Die Vergleichselektrode ist gebrauchsfertig gemacht 
Auf den Boden des MikroelektrodengefiBes legt man mittels einer 
Platinése eine kleine Menge Chinhydron, welches vorher mit einer 
Natriumoxalatlésung angefeuchtet worden ist. Die genaue Zusammen- 
setzung dieser Natriumoxalatlésung ist folgende: Zu einer 0,8proz. 
Kochsalzlésung wird 1 Proz. reinstes Natriumoxalat zugefiigt und geldést. 
Dieselbe Lésung, die man am besten in einer Tropfbiirette vorratig 
halt, findet noch an einer anderen Stelle Verwendung. Es ist wichtig. 
daB zur Herstellung doppelt destilliertes Wasser, das durch Auskochen 
kohlensaurefrei gemacht ist, verwandt wird. Uber das angefeuchtete 
Chinhydron auf dem Boden des ElektrodengefaBes schichtet man 
1 bis 2 Tropfen reinstes Paraffinum liquidum, am praktischsten aus 
einer Rekordspritze, die mit Kaniile armiert ist. Nach diesen Vor- 
bereitungen, denen naturgemaB die Eichung des Akkumulators in der 
Apparatur vorausgehen mub, wird ein diinnwandiges Glasréhrchen, 
das etwa 3mm lichte Weite und etwa 10cm Lange hat, und das an 
dem einen Ende in eine nicht allzu diinne Kapillare von etwa 2 cm 
Linge ausgezogen ist, mit einem Tropfen Paraffinum liquidum be- 
schickt, so daB die Kapillare und der Anfangsteil des weiten Rohres 
ohne Luftblasen gefiillt sind. Aus der Tropfbiirette saugt man nun 
einen kleinen Tropfen der oben beschriebenen Natriumoxalatlésung 
von der Spitze in die Kapillare ein, so daB das Paraffin zuriickgedriickt 
wird. Es mu8 nochmals betont werden, daB eine ganz kleine Menge 
Natriumoxalatlésung nicht nur geniigt, sondern daB zuviel Fliissigkeit 
die Genauigkeit des Resultats ungiinstig beeinfluBt. Auch diese Vor- 
bereitung ist damit beendet. Nun wird die Fingerbeere des Patienten, 
dessen Blut untersucht werden soll, griindlich mit Alkohol gereinigt, 
und dann sticht man, nachdem der Alkohol verdunstet ist, mit einem 
scharfen und nicht zu schmalen Lanzettmesserchen ziemlich tief ein 
In die Wunde fiihrt man das oben beschriebene Glasréhrchen mit 
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der kapillaren Spitze, in der sich die Natriumoxalatlésung luftblasenfrei 
befindet, ein, und zwar so tief, daB zwar einerseits die Offnung der 
Kapillare nicht durch das blutende Gewebe verstopft wird, andererseits 
jedoch keine Verbindung mehr mit dem Luftraum besteht. Die Art 
dieses Einfiihrens mu8 ausprobiert werden, da von der Exaktheit 
dieser MaBnahme die Genauigkeit des Resultats abhingig ist. Nach 
dem Einfiihren senkt man das duBere, freie Ende der Kapillare ein 
wenig unter die Horizontale, so daB das Blut einstrémt. Dabei vermischt 
es sich mit der Natriumoxalatlésung, bleibt aber andererseits durch 
das Paraffin vom Luftraum abgeschlossen. Wenige Tropfen Blut, 
die auf die beschriebene Weise in dem Glasréhrchen gesammelt werden, 
geniigen fiir die Bestimmung. Wenn nun geniigend Blut in das Glas- 
réhrchen eingelaufen ist, so zieht man die Spitze aus der Wunde heraus 
und verschlieBt das weite Ende des Réhrchens fest mit dem Finger. 
Jetzt wird die Spitze der Kapillare in das Elektrodengefi8 unter das 
Paraffin gefiihrt, woraufhin man das Blut langsam unter das Paraffin 
ausflieBen 14Bt, indem man den Finger von dem weiten Ende des 
Réhrchens abnimmt. Bei dem EinflieBen des Blutes in das Elektroden- 
gefaB vermischt es sich mit dem schon vorher dort eingefiillten Chin- 
hydron, wobei die Durchmischung durch die vorherige Anfeuchtung 
des Chinhydrons mit Natriumoxalatlésung erheblich beschleunigt wird. 
Das EjinflieBen des Blutes unter das Paraffin muB nicht zu schnell 
und vor allen Dingen ganz ohne Riihren geschehen, weil sonst die 
ziemlich erhebliche Adsorptionsfahigkeit des Paraffins fiir Gase sich 
als Fehlerquelle bemerkbar macht. Es ist noch nachzutragen, daB 
die kapillare Spitze des oben beschriebenen Réhrchens so lang sein 
muB, daB sie bequem bis auf den Boden des ElektrodengefaiBes hinab- 
reicht, d. h. also bis vollstandig unter das Paraffin. Andererseits darf 
der Boden des ElektrodengefaiBes nicht spitz zulaufen, sondern mu8 
so flach sein, daB man ohne Schwierigkeit das Blut unterschichten 
kann. Das Réhrchen, in dem das Blut aus der Finyerbeere aufgesogen 
wird, ist am besten nach einmaligem Gebrauch zu verwerfen. Wenn 
das Elektrodengefi8B auf die beschriebene Weise mit Blut gefiillt ist, 
so ist es fertig zur Messung. Es wird in den Luftthermostaten gesetzt 
und die Verbindung einerseits zur Apparatur mittels eines Kupfer- 
drahtes hergestellt und andererseits mittels des beschriebenen Agar- 
réhrchens zur Vergleichselektrode. Dann fiihrt man die Messung in 
der bekannten Weise aus, wobei darauf zu achten ist, daB sich das 
Potential schnell und exakt einstellt, und priift in einigen Zeitabstanden 
die Konstanz des Potentials nach. Die Anwairmung im Thermostaten 
braucht nur kurze Zeit durchgefiihrt zu werden, da sich bei der Kleinheit 
des GefaBes und der sehr geringen Fliissigkeitsmenge der Temperatur- 
ausgleich sehr schnell herstellt. Die Vergleichselektrode, das Paraffin, 
Biochemische Zeitschrift Band 167. 29 
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das Agarréhrchen und die Klammern, welche die Mikroelektrode halten. 
befinden sich natiirlich schon vorher im Thermostaten und sind dort 
vorgewarmt, ebenso die leere Mikroelektrode vor der Blutentnahme. 


Die mit dieser Methode gewonnenen Ergebnisse, soweit sie sich 
auf experimentelle oder krankhafte Veranderungen der p,, des Biutes 
beziehen, sollen an anderer Stelle zusammengestellt werden. Hier 
interessieren neben den Normalzahlen auch einige Resultate aus den 
vorbereitenden Messungen. So ist zu erwahnen, da8 Novirudin als 
Zusatz bei Messungen der aktuellen Reaktion nicht geeignet ist. Ver- 
suche an nicht gepufferten und schwach gepufferten wiasserigen Lésungen 
zeigten, daB ein Zusatz von Novirudin die Reaktion nach der alkalischen 
Seite hin verschiebt. Selbst in Verdiinnungen, in denen das Novirudin 
die Gerinnung des Blutes nicht mehr zuverlissig verhindert, ist noch 
ein EinfluB auf ungepufferte Lésungen feststellbar. Dagegen ist aus 
den Untersuchungen von Michaelis und Davidoff (11) bekannt, da& 
Hirudinzusatz zum Blute keinen wesentlichen Fehler bei der Wasser- 
stoffionenkonzentrationsmessung bedingt. Am besten bewihrte sich 
bei den vorliegenden Untersuchungen reinstes Natriumoxalat nach 
Sérensen, das in der oben angegebenen Konzentration auch bei Ver- 
wendung kleinster Fliissigkeitsmengen mit Sicherheit die Gerinnung 
des Blutes verhindert. 

Was nun die p,,-Werte im Kapillarblut gesunder Menschen an- 
belangt, wie sie mit der hier beschriebenen Methode gefunden wurden. 
so zeigt sich eine befriedigende Ubereinstimmung mit denjenigen 
Werten, die fiir das arterielle Blut als feststehend gelten, d. h. also, 
der Wasserstoffexponent, gemessen bei 37°C, schwankt zwischen den 
Grenzwerten 7,30 und 7,40. Anscheinend ist die normale Schwankungs- 
breite der aktuellen Reaktion im Kapillarblut etwas gréBer als im 
arteriellen, jedoch bedarf das erst der Bestatigung durch viel gréBeres 
Material. Auch muB8 betont werden, daB scheinbar geringfiigige Fehler- 
quellen, wie z. B. leichte Stauung des Armes bei der Blutentnahme 
aus der Fingerbeere, oder warme Handbider von EinfluB sind. Aber 
gerade das Ansprechen der Methode auf solch wenig eingreifende MaB- 
nahmen einerseits und die Méglichkeit andererseits, durch Reihen- 
unutersuchungen das Normale vom experimentell Veranderten zu trennen, 
lassen daran denken, daB auf dem hier beschriebenen Wege Resultate 
von einiger Bedeutung gewonnen werden kénnen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird eine Methode beschrieben, die es gestattet, mittels 
Chinhydronkette die aktuelle Reaktion des Kapillarblutes unter 
strengster Wahrung des natiirlichen CO,-Gehaltes zu messen. 
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2. Die p,,-Werte im Kapillarblut des gesunden Menschen stimmen 
mit den Ergebnissen, die am arteriellen Blute gewonnen wurden, be- 


friedigend iiberein. 
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A. Uber die Refraktion der SerumeiweiSkérper. 
I. Fragestellung. 

E. Reiss (1) hat 1904 wohl zum erstenmal das Brechungsvermégen 
der EiweiBkérper zu ihrer Charakterisierung und quantitativen Be- 
stimmung (2) (3) zu verwenden versucht. Das Brechungsvermégen 
von verschiedenen Eiwei8kérpern ist dann besonders durch 7. B. Ro- 
bertson (4) untersucht und quantitativ zu einer MikroeiweiBbestimmungs- 
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methode ausgearbeitet worden (5). Diese Methode hat in der Folge 
wegen ihrer Einfachheit und Genauigkeit mannigfache Verwendung 
gefunden. In neuerer Zeit haben sich methodisch mit der refrakto- 
metrischen EiweiSbestimmung besonders beschaftigt F. Rohrer (6) (7), 
W. Berger und L. Petschacher (8), B. S. Neuhausen und D. M. Rioch (9), 
und E£. A. Hafner (10). Es hat sich dabei itibereinstimmend ergeben, 
daB die refraktometrische Eiwei8bestimmungsmethode nach 7. B. Ro- 
bertson unter Einhaltung gewisser Kautelen geniigend genaue Werte 
liefert, und zwar sowohl fiir das GesamteiweiB, wie fiir das relative 
Albumin-Globulinverhaltnis. Kiirzlich haben W. Starlinger und 
K. Harti (11) die Methode erneut einer Kritik unterzogen und kommen 
zu dem SchluB, daB die Eiwei8bestimmungsmethode nach 7’. B. Ro- 
bertson unbedingt abzulehnen sei. Fast gleichzeitig erschien eine Arbeit 
von B.Chalier und Chevalier (12), die dieselbe Methode zur Eiwei8- 
bestimmung als sehr geeignet empfahl, und sehr wenig spiter eine 
gréBere Arbeit von L. Belitz und EZ. Kaufmann (13), die sich das 
Brechungsvermégen der EiweiBkérper bei der interferometrischen 
EiweiBbestimmung zunutze machten. 

Da wir uns seinerzeit (10) eingehend mit der refraktometrischen 
EiweiBbestimmungsmethode befaBt hatten und wir im Begriff waren, 
auf Grund dieser friiheren Untersuchungen eine gréBere Arbeit auszu- 
fiihren, sahen wir uns durch die Publikation von W. Starlinger und 
K. Hartl veranlaBt, nochmals auf die Methodik zuriickzukommen. 
Neben der rein methodischen Seite war die Frage auch insofern von 
theoretischem Interesse, als damit zur Diskussion gestellt war, ob 
dem GesamteiweiB und seinen Fraktionen ein charakteristischer 
Brechungsquotient zukomme oder nicht; mit anderen Worten, es 
verkniipfte sich damit gleichzeitig die vielumstrittene Frage nach der 
chemischen Individualitét der Albumine und Globuline. 


II. Methodisches. 

Definiert man diejenigen EiweiBkérper, die aus genuinem Serum 
durch Halbsattigung mit (N H,),SO, ausgesalzen werden, als Globuline, 
und diejenigen, die in dem Intervall von 1/, bis !/, (NH,),SO,-Sattigung 
ausfallen, als Albumine, so stehen naturgema8B die verschiedensten 
Methoden zur quantitativen Bestimmung der SerumeiweiBkérper zur 
Verfiigung. W. Starlinger und K. Haril(11) benutzten als Standard- 
methode das gravimetrische Verfahren. Der durch (NH,),S0O,-Aus- 
salzung erhaltene Niederschlag wurde ausgewaschen, dann einmal mit 
kaltem Alkohol und Ather gespiilt, zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und gewogen. Wurden nun die so erhaltenen Gewichtsprozente EiweiB 
in den Brechungsquotienten der zugehérigen EiweiBlésung unter 
Abzug der Restrefraktion dividiert, so erhielten die Autoren mit dieser 
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Methode Werte fiir den Brechungsanteil von 1 g-Proz. Eiwei8, wie 
sie bis jetzt noch nie beobachtet worden sind. Nun hatte schon Béhme (14) 
ziemlich betrichtliche Differenzen zwischen dem gravimetrisch be- 
stimmten und durch Kjeldahl ermittelten EiweiBgehalt bemerkt, und 
erst als er zur Entfernung der Fette und Phosphatide heiBen Alkoho! 
und Ather verwendete, erreichte er eine geniigende Ubereinstimmung. 
W. Starlinger und K. Hartl geben ferner selbst an, daB es ihnen auch 
bei ihrer modifizierten Methode nicht gelungen ist, den EiweiBverlust 
beim Waschen vdéllig auszuschlieBen. Der EiweiBverlust ist aber ab- 
hangig vom Dispersitétsgrad und der Zahl der gefallten EiweiBteilchen. 
Aus den Untersuchungen von L. Cikanek, J. Havlik und F. Kubanek (15) 
geht aber mit Sicherheit hervor, daB der Dispersitatagrad des EiweiB- 
koagulums auch bei Verwendung ein und desselben Fillungsmittels 
und unter Konstanthaltung aller iibrigen Faktoren bei verschiedenen 
pathologischen Zustanden, wie z. B. Nephritis chronica, Ascites, Hamo- 
globinaémie usw. im weitesten MaBe variiert. Dem entspricht natiirlich 
eine ebenso weitgehende Verschiedenheit des EiweiSverlustes bei der 
gravimetrischen Eiwei8bestimmung in verschiedenen Seren, wahrend 
natiirlich Kontrollbestimmungen in ein und demselben Serum gute 
Ubereinstimmungen unter sich ergeben kénnen und deshalb in bezug 
auf die Genauigkeit der Methode kein bestimmtes Urteil gestatten. 
Es schien uns deshalb angezeigt, von der gravimetrischen Bestimmung 
Abstand zu nehmen und zunachst zu untersuchen, ob nicht die kjeldahlo- 
metrische Albumin- und Globulinbestimmungsmethode, wie sie in 
unserem Institut schon lange geiibt wurde (10), als Standardmethode 
zu verwenden sei. 

Zur N-Bestimmung benutzten wir eine titrimetrische Mikro- 
methode unter Verwendung des Kjeldahlapparats mit Silberkihler 
nach J. Bang (16). Verschiedene technische Verbesserungen bei der 
Veraschung und Destillation, wie sie F. Pregl(17) und Parnas und 
Heller (18) beschrieben, machten wir uns dabei zunutze. Zur Rest-N- 
Bestimmung wurde das Eiwei8 quantitativ durch Natriumwolframat 
und Schwefelséure nach dem Verfahren von Folin und Wu (19) und 
Folin (20) gefallt und im Filtrat der Rest-N nach Mikrokjeldahl titri- 
metrisch bestimmt. Bei der Titration verwendeten wir Prazisions- 
biiretten mit einer Ablesegenauigkeit von */,,ccm, so daB */,9) ccm 
noch mit Leichtigkeit geschatzt werden konnte. Titriert wurde gegen 
Methylrot mit sorgfaltigst mit Na,CO, eingestellten n/50 Lésungen. 
Kurz vor der Titration wurden die Destillate aufgekocht, da der Um- 
schlag dadurch scharfer wurde (17). Zur Gesamt-N-Bestimmung 
wurde stets 0,lccm Serum verascht; zur Rest-N-Bestimmung ver- 
wendeten wir meist 1 ccm Serum und zur jeweiligen Veraschung 3 ccm 
Filtrat. Stets wurde durch blinde Versuche der N in den Reagenzien 





Refraktion der Serumeiwei8k6rper usw. 443 


kontrolliert und beriicksichtigt. Unter Einhaltung aller Kautelen 
erreichten wir nach dieser Methode eine geniigende Genauigkeit, so 
daB die stets angestellten Kontrollen selten um mehr als '/,9) bis 
3/499 ccm n/50 Lauge differierten. Zeigten sich gréBere Differenzen, 
so wurden die Bestimmungen entsprechend vermehrt, so daB die Ge- 
nauigkeit aller Versuche ungefahr dieselbe blieb. 

Da die nach Kjeldahl auf titrimetrischem Wege ermittelten EiweiB- 
werte als die weitaus zuverlissigsten anzusehen sind, hat man auch 
versucht, dieselbe Methode zur Bestimmung der Albumine und Globuline 
zu verwenden. Die Verwendung von (N H,),S0, bei der fraktionierten 
Salzfillung macht aber diese Methode unméglich. Andererseits hat 
G. Kauder (21) gezeigt, daB das Quantitative der Aussalzung von der 
Art des Salzes abhingig ist, so daB das (NH,),S0O, nicht ohne weiteres 
durch irgend ein anderes N-freies Neutralsalz ersetzbar ist. Einige 
Jahre spiter fanden O. Porges und K. Spiro (22), daB die Globuline 
auch durch 1% Sattigung mit Na,SO, oberhalb 30° quantitativ aus- 
gesalzen werden. Vor einigen Jahren hat dann P. 2. Howe (23) (24) 
diese Methode fiir die Mikrobestimmung adaptiert und in einer Reihe 
von Arbeiten mit Erfolg verwendet. W. Starlinger und K. Hartl (11) 
dagegen fassen die mit ihrer gravimetrischen Methode neuerdings 
gewonnenen Erfahrungen iiber die Na,SO,-Aussalzung der Globuline 
folgendermaBen zusammen (S. 125): .,,Die Na,SO,-Fallung gibt um 
vieles geringere EiweiBmengen, als die (N H,),SO,-Aussalzung. Daraus 
ergibt sich der Schlu8, daB ein Ersatz der (NH,),SO,-Fallung durch 
die Na,SO,-Fallung nicht angezeigt erscheint.“ 

Die Frage der Ersetzbarkeit des (NH,),SO, durch das Na,SO, 
bei der Aussalzung der Globuline l48t sich heute bei sorgfailtigem 
Arbeiten unschwer mit Hilte der Refraktometrie mit groBer Genauigkeit 
entscheiden. Die gesattigte (N H,),8O,-Lésung muB, wie EZ. P. Pick (25) 
schon angibt und was KX. Samson (26), J.Csapo und D. v. Klobusitzky (134) 
neuerdings wieder mit Recht hervorheben, neutral sein, was man am 
besten dadurch erreicht, daB man hei® sattigt und dann bei Zimmer- 
temperatur das (NH,),S0, sich langsam auskristallisieren l48t und 
eventuell mit NH, nachtraglich noch neutralisiert. Bei der refrakto- 
metrischen Bestimmung der EiweiBkérper mit der (NH,),SO,-Aus- 
salzung verfuhren wir genau nach den Angaben von 7’. B. Robertson (4) 
mit der Modifikation: 1. daB die individuelle Restrefraktion fiir jedes 
Serum besonders bestimmt wurde; 2. daB fiir jede Untersuchungsserie 
der Brechungsquotient der Verdiinnungsfliissigkeiten jedesmal neu 
ermittelt wurde. Beziiglich weiterer Details der Technik der refrakto- 
metrischen Untersuchung verweisen wir auf friihere Arbeiten aus 
unserem Institut sowie auf die Untersuchungen von Z£. Reiss (2) (3), 
W. Berger und L. Petschacher (8) und auf das Buch von F. Léwe (27). 
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Gearbeitet wurde mit dem Eintauchrefraktometer von Zeiss (Hilfs- 
prisma I), Ablesungen bei 17,5°, nach Temperaturausgleich. 

Die Aussalzung mit Na,SO, wurde bei 37° mit bei 37° gesattigter 
Na,SO,-Lésung ausgefiihrt. Filtriert wurde ebenfalls bei 37°. Wegen 
der starken Verdunstung stellt hier die refraktometrische Analyse 
ganz besonders hohe Anforderungen beziiglich Raschheit und Ge- 
nauigkeit im Arbeiten. Als geeignet erwies sich auch das Arbeiten in 
einer feuchten Kammer oder unter Paraffin. Besonders bei der Na,SO,- 
Aussalzung erwies es sich als unumgianglich notwendig, immer parallel 
den Brechungsquotienten der Verdiinnungsfliissigkeit zu bestimmen. 


III. Vergleich der Na,SO,-Fdllung mit der (N H,),SO,-Fadllung 
und thre Brauchbarkeit fiir die kjeldahlometrische Albumin-N- Bestimmung. 

Es wurde nun zunachst die Ersetzbarkeit des (NH,),SO, durch 
das Na,SO, zur Aussalzung der Globuline refraktometrisch an ver- 
schiedenen Tierseren untersucht. Hat eine bei Zimmertemperatur 
halbgesattigte Ammonsulfatlésung dieselbe fallende Kraft wie eine bei 
37° halbgesattigte Natriumsulfatlésung, dann miissen offenbar die 
Brechungsquotienten der Filtrate nach Abzug der Restrefraktion und 
der Verdiinnungsfliissigkeiten bei Verwendung desselben Serums 
identisch sein. Ein weiteres Mittel zur Erkennung der Gleichwertigkeit 
dieser beiden Salze in bezug auf ihre globulinfillende Kraft ist das 
Verhalten des Brechungsanteils von 1 Proz. Albumin, der sogenannten 
spezifischen Albuminrefraktion. Wegen Raumersparnis begniigen wir 
uns mit der Wiedergabe eines Protokolls von Kalbsserum C (Tabelle I); 
die Messungen an anderen Tierseren ergab prinzipiell dasselbe Resultat. 


Tabelle I. 





Brechungsanteil = Albumin —_ Spez. Albumin 
Gesamtalbumins Proz. refraktion 


0,008 63 3,79, 0,002 27 


nae 
4 sofort . || 0,008 26 3.79, | 0,00218 
11/, Std. bei 37° | 0,009 54 3,79, | 0,00252 


(N H4)3 SO. 


Na, § 


Fiihrte man die Na,SO,-Aussalzung und die Filtration unter 
Paraffin oder in der feuchten Kammer aus, so ergab sich in beiden 
Fallen die spezifische Refraktion von 0,00223. 

Aus Tabelle I ergibt sich somit: Die Brechungsanteile der Filtrate 
sind nach Abzug der Restrefraktion und der Verdiinnungsflissigkeiten 
identisch, wenn die Aussalzung der Globuline mit Halbsattigung von 
(NH,),SO, oder mit Halbsittigung von Na,SO, bei 37° vorgenommen 
wird. Beim Na,SO,-Filtrat zeigt sich sehr rasch der Einflu8 der Ver- 
dunstung im Steigen des Brechungsanteils. Immerhin ist die Ver- 
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dunstung nach 1"/, Stunden noch nicht so bedeutend, daB dies auch 
einen Einflu8 auf den kjeldahlometrisch bestimmten EiweiBgehalt hatte. 
SchlieBt man die Verdunstung aus, so ist die spezifische Refraktion 
des Albumins, das man durch (NH,),SO, vom Globulin geschieden 
hat, gleich der spezifischen Refraktion des Albumins, das man durch 
Na, SO, isoliert hat. 

Damit ist gezeigt, daB die Na,SO,-Aussalzung der Globuline zur 
kjeldahlometrischen Albumin-N-Bestimmung nach Pinkus (137) und 
K. Spiro (22) die (N H,),SO,-Fdllung quantitativ zu ersetzen vermag. 
Unsere Resultate stehen in guter Ubereinstimmung mit denjenigen von 
P. E. Howe (23). Vermutlich beruht die Divergenz zwischen den Angaben 
von W. Starlinger und K. Haril und unseren Befunden darauf, daB 
jene sich der gravimetrischen Methode bedienten, 

Auf Grund unserer Untersuchungen ergibt sich nun folgendes 
einfache Verfahren zur Bestimmung der spezifischen Refraktion der 
SerumeiweiBkérper: Vermittelst der Na,SO,-Aussalzung bei 37° wird 
das Serum zur kjeldahlometrischen N-Analyse fraktioniert; wahrend 
zur Refraktionsbestimmung wie bisher die sehr geeignete und be- 
queme (NH,),SO,-Aussalzung verwendet wird. 





















IV. Das Verhalten der Restrefraktion im menschlichen Serum. 


Die alteren Autoren, die sich zuerst mit der refraktometrischen 
EiweiBbestimmung beschaftigten, 2. Reiss (1), 7. B. Robertson (4) (5), 
dann auch F. Rohrer (6) (7) nahmen an, daB der Brechungsanteil der 
NichteiweiBkérper im Serum eine konstante GréBe darstelle, mit 
anderen Worten, da8 die individuelle Schwankung der Restrefraktion 
ohne allzu groBen Fehler zu vernachlassigen sei. Unseres Wissens 
haben B.S. Neuhausen und D. M. Rioch(9) sowie W. Berger und 
L. Petschacher (8) zuerst darauf aufmerksam gemacht, daB die Rest- 
refraktion ziemlich bedeutende individuelle Schwankungen zeigt. 
E. A. Hafner (28) hat kiirzlich gezeigt, daB der Brechungsquotient der 
Ultrafiltrate von verschiedenen Rinderseren zwischen 0,00173 und 
0,00201 liegen kann und die Bedeutung der Schwankung der Nicht- 
eiweiBkérper im Serum fiir den Kolloidzustand des Euglobulins ana- 
lysiert. Wir miissen aber betonen, da8 nur unter ganz bestimmten 
Bedingungen Zusammensetzung und Konzentration des Ultrafiltrats 
dem realen Lésungsmittel des EiweiBbes entsprechen; mit anderen 
Worten, es kann aus der Analyse des Ultrafiltrats nicht ohne weiteres 
auf das Dispersionsmittel eines kolloiden Systems geschlossen werden, 
was iibrigens auch aus den friiheren Diffusionsversuchen von P. Rona 
und H. Petow (29) hervorgeht. Tabelle II enthalt einen Vergleich 
zwischen Brechungsanteil der NichteiweiBkérper, bestimmt nach 
T. B. Robertson (Restrefraktion), und dem Brechungsanteil des Ultra- 
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filtrats, gewonnen mit der Methode nach G. Giemsa (30) von Schweine. 
seren. 





Tabelle II. 
Nr. i Restrefraktion |  Ultrafiltrat, | na 10-4 
1 0,002 03 0,002 15 12 
2 0,003 05 0.002 22 83 
3 0,002 51 0,002 22 29 
4 0,002 87 0,002 25 6,2 
5 0,002 86 0,002 32 5,4 


Der Brechungsanteil des Ultrafiitrats und die Restrefraktion eines 
Serums kénnen nicht immer identisch sein, da bei der Ultrafiltration 
infolge der negativ geladenen, nicht dialysablen EiweiBkérper sich ein 
Donnangleichgewicht ausbildet, d. h. es kommt zu einer ungleichen 
Elektrolytverteilung. 

Tabelle III enthailt die Restrefraktion einiger klinischer Fille, 
ferner den Rest-N, ausgedriickt in Milligramm N pro 100 ccm Serum. 
Die zugehorige klinische Diagnose wird spiter unter derselben Nummer 
aufgefiihrt. 





Tabelle III. 

Nr. Restrefraktion | Rest.N Nr. || Restrefraktion Rest-N 
1 000211 56 11 | 000209 | 20,4 
2 0,002 21 152 12 | 0,00244 34,4 
3 0,001 98 22,4 13 000226 448 
5 0,002 06 22,4 14 0,001 85 23,2 
6 0,00217 | 28,0 15 0,00168 | 44,8 
7 0,002 08 30,8 16 0,002 24 28,0 
8 0,002 33 36,4 17 0,001 76 46,2 
9 0,00304 | 29.9 18 0,002 27 32,2 

10 0,001 95 29,9 19 0,002 45 28,0 

20 0,001 92 36,4 





Aus Tabelle III geht einmal hervor, daB der Rest-N unverandert 
sein kann (Nr. 9, 10), waihrend die Restrefraktion einen groBen Unter- 
schied aufweist; umgekehrt kann die Restrefraktion dieselbe sein 
(Nr. 2, 16) und im Rest-N-Spiegel eine groBe Differenz bestehen; 
mit anderen Worten, Rest-N und Elektrolytgehalt schwanken individuell 
und unabhdngig voneinander ganz bedeutend. Asada (31) und K. Tade- 
numa (32) konnten bei gesunden. Hunden, die mit einer an Kalorien- 
und Vitamingehalt zureichenden Kost ernihrt wurden, zeigen, dab 
der Salzgehalt der Nahrung den Energiewechse] und den EiweiBumsatz 
deutlich beeinfluBt. Unsere Befunde zusammen mit denjenigen von 
Asada und Tadenuma besagen somit, daB die pathologisch verdnderte 
biochemische Reaktionsweise des menschlichen Organismus mit einer Ver- 
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schiebung aller Gleichgewichte einhergeht, die sich ohne weiteres im Ver- 
halten der Restrefraktion und des Rest — N spiegelt. 

Tabelle IV enthalt eine Zusammenstellung der von den ver. 
schiedenen Autoren beobachteten Schwankungsbreite und die Mittel- 
werte der Restrefraktion. 


Tabelle IV . 





Schwankungsbreite | Mittelwert Autoren 
0,002 00—0,00 260 B.S. Neuhausen u, D. M. Rioch (9) 


0,002 14—0,00 268*) ; 
0,001 38—0,00 408 **) 0,002 36 W. Berger u. L. Petschacher (8) 
000198 | P. E. Howe (24) 


0,002 69—0,00 292 0,002 77 R. Reias (1) 
0,001 89—0,00 229 0,00206  F. Rohrer (6), (7) 

0 0,001 57 T.. B. Robertson (5) 
0,002 08—0,00 376 | 0,002 40 W. Starlinger u. K. Hartl (11) 
0,001 68—0,00 304 0,002 11 Eigene Werte 


*) Normal. — **) Krank. 


Tabelle IV illustriert sehr instruktiv die enorme Schwankungs- 
breite der Restrefraktion. Da die mittlere Gesamtrefraktion des EiweiBes 
im Serum etwa 0,01500 betriigt, so ergibt sich, daB die Restrefraktion 
zwischen 10 bis 25 Proz. des Brechungsanteils des GesamteiweiBes 
variieren kann. Es muf deshalb bei jeder refraktometrischen EHiweiB- 
analyse die individuelle Restrefraktion besonders bestimmt werden. Wir 
betonen dies deshalb, weil es immer wieder iibersehen wird. Ganz 
kiirzlich empfehlen J. Beltz und Z£. Kaufmann (13) eine interfero- 
metrische EiweiBbestimmungsmethode, wobei die Autoren Konstanz 
des Brechungsanteils der NichteiweiBkérper voraussetzen, den Eiweib- 
gehalt in ihren Tabellen aber in Gramm-Prozenten auf drei Stellen (!) 
nach dem Komma auffiihren. 


V. Uber die spezifische Refraktion des Gesamteiweifes und seine Schwankungen. 

Der Brechungsanteil pro 1 g-Proz. Gesamt-SerumeiweiB oder die 
spezifische Refraktion des GesamteiweiBes wird von den verschiedenen 
Autoren verschieden angegeben (Tabelle V), und es fragt sich, inwieweit 
es sich hier um eine konstante GréBe handelt. Von vornherein ist dies 
eigentlich nicht zu erwarten. 





Tabelle V. 
p nk Dd A | Untersucher 
0,001 72 Reiss (1) 
0,001 95 Robertson (5) 
0,001 78 Rohrer (6) (7) 
0,001 96 W. Starlinger und K. Harti (11) 


0,002 10 Eigener Wert 
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Die spezifische Refraktion des GesamteiweiBes setzt sich zusamme), 
aus der spezifischen Refraktion des Albumins und des Globulins, und 
da nach den meisten Messungen die spezifische Refraktion des Globulins 
um einen gewissen Betrag tiber der spezitischen Refraktion des 
GesamteiweiBes wie die des Albumins darunter liegt, ist es sehr 
wahrscheinlich, daB uxtreme Werte des Albumin-Globulinquotiente: 
zu merklichen Abweichungen fiihren kénnen. Es ist weiter allgemein 
bekannt, daB der Albumin-Globulinquotient nicht nur unter patho- 
logischen Bedingungen, sondern auch normal von Individuum zu 
Individuum auBerordentlich stark schwankt, und demzufolge laBt sich 
auch eine gewisse Schwankung der spezifischen Refraktion des Gesamt- 
eiweiBes erwarten. Es fragt sich nur, welches AusmaB die individuelle 
Schwankung erreicht und durch welche Bedingungen sie hinreichend 
bestimmt wird. 

Nun geben W. Starlinger und K. Hartl(11) Zahlen fiir die spezi- 
fische GesamteiweiBrefraktion, die, wenn sie zutreffen, nicht nur fiir 
die Methodik, sondern auch fiir Physiologie und Pathologie von hoher 
Bedeutung sind. Diese Autoren haben an wahllos herausgenommenem 
klinischen Material mit ihrer gravimetrischen Methode Werte der spezi- 
fischen Refraktion des GesamteiweiBes zwischen 0,00177 und 0,00258 
gefunden, also eine Schwankungsbreite von 0,00079 oder rund #/; des 
Mittelwertes. Sie kommen auf Grund ihrer gravimetrischen Unter- 
suchungen zu dem Resultat, daB von einer einheitlich konstanten 
spezifischen Refraktion itiberhaupt nicht gesprochen werden kann. Da 
uns aber nicht nur das AusmaB, sondern vor allem auch die Bedingungen 
dieser Schwankungen interessierte, haben wir unser klinisches Material 
nach ganz bestimmten Gesichtspunkten (Alter, Geschlecht, pathologischer 
Zustand) ausgewahlt und analysiert. 

Tabelle VI enthalt Prozente GesamteiweiB, nach Kjeldahl be- 
stimmt, desgleichen nach Robertson, und die Abweichungen vom 
Kjeldahlwert, desgleichen mit unserem Mittelwert berechnet, und die 
Abweichungen vom Kjeldahlwert, Alter und Geschlecht des Patienten 
und klinische Diagnose des Falles. Tabelle VII enthalt die individuelle 
spezifische Refraktion des GesamteiweiBes, die Abweichungen vom 
Mittelwert |4| und den relativen Globulinquotienten (d. h. Gesamt- 
eiweiB = 100). 

Bei der Analyse der Tabellen VI und VII ist folgendes heraus- 
zuheben: Hohes Alter (16, 18) ohne schwerere Komplikationen und 
mit normalem relativen Globulingehalt zeigen eine mittlere spezifische 
Refraktion; jiingere Individuen (7, 12, 19, 21) haben eine mittlere, 
teils eine schwach verminderte spezifische Refraktion: im wesentlichen 
scheint das Alter des Individuums ohne Einflu8 auf die spezifische 
Refraktion des EiweiBes zu sein; ebenso das Geschlecht. Extreme 
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Tabelle VI. 





_» || Alter Ges é 
Fel | Janre |schlecht Diagnose 


Kjeldahl 
Proz. 


Robertson 4R 


Chlorose , 6,63 0,33 
Uramie }, 7,84 1,29 
Imbecillitas 6,45 0,48 
Psoriasis univ. : —_ 
Psoriasis 36 7,57 0,21 
Omarthritis 0,27 
Gesund | 0,05 
Uramie 26 ; 0.57 
Cholecystitis , ' 0,10 
Diabetes mell. j 0.74 
Abort 86 76 091 
Nephrose 
Polyarthritis 
Odem 
Pleuritis exs. 
Lumbago 
Odem 
Aorteninsuff. 
Thrombopenie 
Gangran 
Lues lat. 


16 
22 
26 

8 
51 


Contour wt 


40402. 2 2A2AQBAQ40404109, | 9 4040409, 40 
eS 


Tabelle VII. 





Spez. Retraktion 
Fall anes Geschlecht Diagnose ath des 
Jahre ‘he | Gesamteiweifes | 


Chlorose _— 0,002 05 0,000 05 
Uramie — 0,002 33 0,000 23 
Imbecillitas — 0,002 10 0,000 00 
Psoriasis 417 0,002 01 0,000 09 
Omarthritis 45,3 0,002 01 0,000 09 
Gesund 35.2 0.00196 0,000 14 
Uramie 38,5 0,002 10 0,000 00 
Cholecystitis 38,1 0,001 98 0,000 12 
Diabetes mell. 36,1 0,002 16 0,000 06 
Abort 32,0 0,002 24 0,000 14 
Nephrose 39,6 0,00199 , 0,00011 
Polyarthritis 413 0,002 14 0,000 04 
Odem 25,7 0,002 38 0,000 28 
Pleuritis exsud. 39,0 0,002 07 0,000 03 
Lumbago 37.4 0,002 05 0,000 05 
Odem 29,1 0,002 22 0,000 12 
Aorteninsuff. 37,3 0,002 14 0,000 04 

| Thrombopenie 31,1 0,001 81 0,000 29 
Gangran -- 0,002 25 0,000 15 
Lues lat. 37,0 0,002 08 0,000 02 


16 
22 
24 
51 
63 
99° 


-- 


CSC@exntoOownw- 


40402222999 940404104 94 94010940 


Werte des relativen Globulingehalts kénnen mit einer extremen spezi- 
fischen Refraktion verbunden sein (14), doch ist ein abnormer relativer 
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Globulingehalt noch keine hinreichende Bedingung fir eine starke 
Verinderung der spezifischen Refraktion (6), und umgekehrt (19): 
auch das Blutbild gibt keinen deutlich erkennbaren Zusammenhany. 
und trotzdem ist eine Schwankung der spezifischen Refraktion un. 
verkennbar. Es liegt nahe, eine Beziehung zwischen der Variation 
der Restrefraktion und der der spezifischen EiweiBrefraktion zu ver- 
muten, da ja auch z. B. viskosimetrisch der EinfluB der Nichteiwei( 
kérper auf die Proteine nachgewiesen werden konnte (28). Ein Vergleich 
mit Tabelle III 1a468t aber keinen Zusammenhang erkennen, sondern 
die spezifische Refraktion des Gesamteiweifes ergibt sich innerhalb des 
physiologisch-pathologischen Geschehens als unabhdngig von den Nicht. 
eiweiBkirpern des Serums. Selbst intensive Py-Anderungen, wie man 
sie in vitro durch Zugabe von Sauren oder Alkali erreichen kann, beein- 
flussen die Gesamtrefraktion des EiweiBes nicht. Tabelle VIII zeigt 
den EinfluB der p,, auf Pferdeserum. Ebenso haben die Salze keinen 
tinfluB (Tabelle IX, Rinderserum). 


Tabelle VIII. 





Brechungsanteil 
Zusammensetzung des 
GesamteiweiBes 


Serum + n/10H,SO,aa 0,008 06 


. +H,Oaa ...  0,00829 
» +n/l0NaOHaa 0,00809 


Tabelle 1X. 





Zusatz mw -— ty 4 
“4proz. KCl. . 0,012 63 
6proz. CaCl, . 0,012 63 
n/l5 KH,PO, . 0,012 84 
H,O 0,012 70 


Vergleicht man die Summe der Abweichungen der individuellen 
spezifischen Refraktion vom Mittelwert: 


+ - 
S 4 = 0,001 06. S 4 = 0,000 79, 


so 14Bt sich im Zusammenhang mit den eben angestellten Erérterungen 
vermuten, daB die Schwankungen der spezifischen Refraktion des 
GesamteiweiBes von ,,zufdlliger‘‘ Natur sind. Das Intervall, in dem 
sich die spezifische Refraktion des GesamteiweiBes bei unserem Materia! 
bewegt, liegt zwischen 0,00181 und 0,00238, die Variationsbreite ist 
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somit 0,00057 oder rund ¥, des Mittelwertes. Unter obiger Voraus- 
setzung berechnet sich die mittlere Schwankung des Mittels S, und 
die mittlere Schwankung jeder individuellen spezifischen Refraktion 8, zu 






S,, = +0,00003 oder etwa + 1,5 Proz. des Mittelwertes, 
S, = +0,00013 oder etwa + 6,5 Proz. des Wertes. 


Es ist eine ganz allgemeine Eigenschaft der organisierten Welt, 
daB sie stets eine gewisse Variabilitat zeigt, und zwar sowohl in morpho- 
logischer wie in funktioneller Hinsicht. Jedes biologische Gesetz wird 
dadurch bis zu einem gewissen Grade zu einem Wahrscheinlichkeits- 
gesetz, jede biochemische Konstante zu einer Variablen, und es er- 
scheint zunichst unmdéglich, zur Aufstellung exakter Normen zu ge- 
langen. In unserem speziellen Falle liegen die Verhaltnisse aber ziemlich 
einfach: Vergleichen wir die Variabilitat der spezifischen Refraktion 
mit der Streuung irgend einer morphologischen GréBe [z. B. ist der 
Corneadurchmesser in dieser Hinsicht ziemlich genau untersucht (33)], 
so ergibt sich, daB auch im ungiinstigsten Falle die Streuung der spezi- 
fischen Refraktion noch fiinfmal kleiner ist als der des Corneadurch- 
messers. ! 
Praktisch aber ergibt sich aus unseren Feststellungen, daf die 
refraktometrische EiweiBbestimmungsmethode, wo keine gréBere Genauigkeit 
als 0,3 bis 0,5 Proz. EiweiB verlangt wird, in den meisten Fallen weitaus 
geniigend genaue Resultate liefert. Unser Ergebnis bestatigt unsere 
friiheren Untersuchungen (10) iiber denselben Gegenstand sowie die 
Ergebnisse von W. Berger und L. Petschacher (8). 


























VI. Von der spezifischen Refraktion der SerumeiweiBjraktionen. 


Die spezifische Refraktion des GesamteiweiBes im Serum ist eine 
komplexe GréBe. Sie setzt sich zusammen aus der spezifischen Albumin- ; 
. refraktion und der spezifischen Globulinrefraktion. Die Schwankungen 
der spezifischen GesamteiweiBrefraktion haben wir als_,,zufallige“ 
bezeichnet. Wenn nun auch zwischen Albumin-Globulinquotienten und 
spezifischer Refraktion des GesamteiweiBes sich keine eindeutige Be- 
ziehung ergab, so wire es doch méglich, daB die Variation der spezi- 
fischen Refraktion des GesamteiweiBes ihren Grund in einer ziemlich 
betrachtlichen Schwankung der spezifischen Refraktion der Albumine 
und Globuline haben kénnte. W. Starlinger und K. Hartl (11) haben 
wohl zum erstenmal bei ihren methodischen Untersuchungen mit 
vollem Nachdruck auf die Inkonstanz der Brechungsanteile (pro Gramm) 
der Albumine und Globuline hingewiesen. Und in der Tat scheint 
dies, soweit uns bis jetzt unser Untersuchungsmaterial ein Urteil 
hiertiber gestattet, der Fall zu sein. 
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Wir geben in Tabelle X nur eine Auswah! besonders extremer Werte : 


Tabelle X. 





Spezifische Retraktion des 





Albumins Globulins 


0,001 65 0,002 57 
0.002 12 0,001 94 
0,001 48 0,003 07 
0.001 85 0,002 34 
0.002 87 0,001 18 


Es scheint nach Tabelle X, daB es sogar Fille gibt, wo das gegen- 
seitige Verhaltnis der Brechungsanteile von Albumin und Globulin 
(pro 1g) verschoben ist. Die Untersuchungen von F. Obermeyer und 
R. Willheim (34) (35) haben ergeben, da®B auch der Aminoindex der 
Albumine und Globuline bei ein und derselben Tierart betrachtlich 
schwankt,'dasselbe zeigt der Brechungsindex; offenbar handelt es sich 
dabei um gewisse konstitutive Oszillationen, die bei der Bildung der 
SerumeiweiBkérper aus Zelleiweif gewissermafen ,,sortiert’‘ werden. Die 
vacillonide Natur [R. Zsigmondy (103)] der SerumeiweiBkérper 1aBt 
den letzten Vorgang als eine Entmischung von ZelleiweiB und Serum- 
eiweiB verstehen, wobei dann je nach den iibrigen physikalischen und 
chemischen Bedingungen etwas verschieden konfigurierte Albumine 
und Globuline entstehen. H. Handovsky (36) hat vor kurzem darauf 
hingewiesen, daB die Struktur der Sekundarteilchen des SerumeiweiBes 
bei Krankheiten verindert ist. 

T. B. Robertson (4) hat beobachtet, daB die spezifische Refraktion 
des Globulins durch Sauren, Alkali, Alkohol und Aceton bei nicht zu 
hohen Konzentrationen kaum geandert wird. Erst bei héheren Kon- 
zentrationen von Alkohol und Aceton zeigt sich auch in der Abnahme 
des Brechungsexponenten die Verminderung der Teilchenzahlen. Wir 
entnehmen der Arbeit von 7. B. Robertson (4) folgende Zahlen 
(Tabelle XT). 

Tabelle XI. 





Spezifische Globulins 
refraktion 


1 Proz. Globulin in SPezifische Globuline | 1 pray. Globulin in 


n/0 KOH .. | 0,002 27 25proz. Alkohol || 0,002.02 
n/0 HCl... 0,002 30 50 proz. ‘s i} 0,001 19 
25proz. Aceton | 0,002 27 50 proz. Aceton | 0,001 46 


Die Tabellen VIII, [X und XI zeigen, daB die SerumeiweiBkérper, 
wenn sie einmal in die Blutbahn eingelaufen sind, die Tendenz haben, 
ihr chemisches Gefiige festzuhalten, und es bedarf dann fiir eine Anderung 
chemischer oder physikalischer Art bereits relativ energischer Eingriffe. 
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Auch dies spricht sehr fiir die Auffassung, daf die beobachteten Kon- 
figurationsschwankungen der BluteiweiBkirper im Augenblick ihrer Ent- 
mischung aus dem ZelleiweifB manifest werden. 

Unter den verschiedensten pathologischen Zustanden beobachtet 
man in vivo absolute und relative Verschiebungen der SerumeiweiB- 
fraktionen. Es ist auch gelungen, in vitro ganz analoge Verinderungen 
in der Aussalzbarkeit der SerumeiweiBkérper zu erzeugen, die je nach- 
dem als Globulin- oder Albuminvermehrung bzw. als Uberfihrung 
des einen EiweiBkérpers in den anderen imponierte. Merkwiirdiger- 
weise hatte man dabei immer mehr oder weniger bewuBt die Vorstellung, 
daB, wenn eine Umwandlung auf irgend einem Wege gelinge, damit 
auch die Individualitat der Eiwei®kérper dahinfalle. Aber wer denkt 
heute, wenn aus Glykogen Milchsiure entsteht, an eine Identitat 
beider Kérper ? 

R. R. Henley (37) und H. Kiirten (38) haben gefunden, daB unter 
dem EinfluB von Formaldehyd in vitro eine relative Verschiebung 
der Aussalzbarkeit der SerumeiweiBfraktionen eintritt, die als Globulin- 
vermehrung gedeutet werden kénnte. Ahnliches beobachtete man beim 
Erwirmen von Serum, beim Schiitteln und Bestrahlen. 2H. Adler und 
L. Strauss (39) (40) fanden, daB Coffein, Alkohol und Aceton im Serum 
in vitro eine deutliche Globulinverminderung bewirkt. 

Nun hat bei allen diesen Versuchen die Interpretation ihre Schwierig- 
keiten: Es handelt sich darum, zu entscheiden, ob unter der Ein- 
wirkung dieser Einfliisse in vitro eine wirkliche Globulinvermehrung 
oder -verminderung stattgefunden hat oder nicht. Die Frage ist deshalb 
so schwierig zu entscheiden, weil wir das Mittel, womit wir die EiweiB- 
fraktionen darstellen, auch zu ihrer Identifizierung benutzen, und so 
lauft man dauernd im Kreise herum. 

Die sorgfaltige refraktometrische Analyse gestattet hier aber fast 
immer in eindeutiger Weise die Entscheidung zu liefern. Wir haben 
seinerzeit (10) auf refraktometrischem Wege nachgewiesen, daB die 
von L. Moll (135) zuerst beschriebene, bei der Erwirmung auftretende 
Serumverinderung keine wahre Globulinvermehrung darstellt. Dasselbe 
Resultat gaben die chemischen Untersuchungen von R. B. Gibson (41), 
die immunologischen von G. Fanconi (42) (bei Doerr), und kiiralich 
kommt auch L. Petschacher (43) zu derselben Ansicht. 

Die Versuche von R. R. Henley. E. Adler und L. Strauss haben 
uns als Grundlage gedient. Die Angaben dieser Autoren iiber den Sinn 
der Verschiebung in der Aussalzbarkeit der Serumfraktionen konnten 
wir bestatigen. Die refraktometrische Analyse an Rinderseren ergab 
folgendes (Tabelle XII): 

Der Alkohol scheint das Eiwei8 chemisch in der angewandten 
Konzentration am wenigsten zu beeinflussen ; die spezifische Refraktion 
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Tabelle XII. 





Albumin: | Albumin  Spezifische 
samt+ | Albumin: 
| refraktion Proz retrakthion 


Rest- 


4 
retraktion Jie 


Nullversuch 0,001 36 a 0,006 80 2,35 0,902 89 
0,6proz. Coffein. . .. 000130 —06  0,00848 3,31 0,002 56 
3proz.C,H,OH.... 000145 +09 000716 241 0,002 96 
0,6 prom. Cholesterin 

+3proz.C,H,OH . 000102 —34 0,00179 2,36 0,007 59 


2,4proz. HCHj, . .- 0,00119 —1,7  0,00699 2.29 0,003 05 


des Albumins hat um 7 Einheiten zugenommen, die des Globulins 
um 12 Einheiten abgenommen. Die beobachtete Vermehrung der 
Albumine beruht demnach nicht mit Sicherheit auf einer wahren 
Albuminzunahme. Das Coffein bewirkt ebenfalls eine Abnahme der 
Aussalzbarkeit der Globuline. Dabei zeigt sich, daB sowohl die spezi- 
fische Refraktion des Albumins wie des Globulins deutlich vermindert 
ist. Coffein beeinfluBt also nicht nur kolloidchemisch die Serum- 
eiweiBkérper, es andert nicht nur ihr hydrodynamisch wirksames 
Volumen, wie H. Handovsky (44), A. Ellinger (45), S. M. Neuschloss (46) 
und E. A. Hafner (28) gezeigt haben, sondern es dndert auch die Kon- 
figuration der Albumine wie die der Globuline. Auch Cholesterin 
scheint eine wesentliche Anderung in der spezifischen Refraktion der 
EiweiBk6érper zu bewirken. DaB die EiweiBkérper durch Formaldehyd 
angegriffen werden, hat schon L. Schwarz (47) gezeigt und ist heute 
eine allgemein bekannte Tatsache. Auch hier ist die spezifische Re- 
fraktion der Albumine enorm geandert. 

Zusammenfassend ergibt sich hieraus, daB es bis heute in keinem 
einzigen Versuch in vitro gelungen ist, sicher Albumine in Globuline 
umzuwandeln, oder umgekehrt. Die verschiedenen Eingriffe chemischer 
oder physikalischer Art fiihren wohl zu Veriinderungen in der Aussalz- 
_barkeit, sie beeinflussen aber auch die spezifische Refraktion, d. h. sie 
denaturieren das EiweiB. 


VII. Lecithin und Eiweif. Ein Beitrag zur Konstitution des heterogenetischen 
Antigens. 

Im AnschluB an die vorhergehenden Versuche wurde ein Lecithinso! 
mit Serum versetzt. Als Ausgangslésung diente ein 1 proz. Lecithinsol, 
hergestellt nach O. Porges und E. Neubauer (47) aus Merckschem Ovo- 
lecithin. 5 ccm wurden mit 15 cem Pferdeserum versetzt und 20 Stunden 
im Eisschrank stehengelassen. Ebenso wurden entsprechende Kon- 
trollen angesetzt und hierauf refraktometrisch analysiert. Ebenso 
wurde mit Rinderserum verfahren. Es zeigte sich: Die Restrefraktion 
blieb unverandert, mit anderen Worten, bei der Hitze-Essigsiure- 
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Koagulation wird das Lecithin mit dem Eiwei8 quantitativ gefallt. 
Der Brechungsanteil des Lecithins in der Lésung betrug 0,00012. 
Die (NH,),S0O,-Fraktionierung ergab nun folgende Verhiltnisse, aus- 
gedriickt durch den Brechungsquotienten n.10~° (Tabelle XIII): 


Tabelle XIII. 





Pterd | Rind 


——— —EE EE — 


Serum Lecithin: Scrum Lecithin- 
unbehandelt Serum unbchandelt Serum 


GesamteiweiB. . . . 1090 1090 925 925 
Albumin 644 832 680 757 
Globulin 258 245 158 


Das kann zweierlei heiBen: 

1. Lecithin bewirkt in vitro eine Globulinverminderung. 

2. Globulin wird durch Lecithin gegen die (N H,),8O,-Aussalzung 
geschiitzt. 


Die erste Méglichkeit erledigt sich im folgenden von selbst. Zur 
weiteren Untersuchung des zweiten Punktes stellten wir eine durch 
Ultrafiltration und Elektrodialyse weitgehend gereinigte, aber physiko- 
chemisch véllig intakte Rinderglobulinlésung her. Uber Darstellung 
und Eigenschaften der reinen Globulinlésung vgl. (48). Es wurden 
nun zunidchst vier zehngliedrige geometrische Verdiimnungsreihen mit 
gesiittigter (NH,),SO,-Lésung mit dem Quotienten 10'/, hergestellt 
(Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 





1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 


(N H,)s 80, gee. ecm 01 013 0,17 | 0 0,21 0,28 036 046 0,60 0,77) 1,00 
H,0 0.9 0,87 0,83] 0,79 0,72 | 0,54 0,54 0.40 0,23 | 0,00 
2 | \ 
3 a 
Euglobulin ; Euglobulin 
+ Pseudoyglobulin 


Diese Verdiinnungsreihen wurden nun mit folgenden Lésungen 
zu je gleichen Teilen versetzt: 


A. Gereinigte Globulinlésung (0,79proz.)-+- H,O .. . 
° 90 9 (0,79 ,, )+ Lecithinsol 


1 
J > 
»” os (0,79 ,, )+ 64 proz. Rehssncher a 
” » (0,79 ,,  ) + 50proz.CO(NH,), . 1: 


Es bedeuten im folgenden: 0 = klar, ° = Opaleszenz, + = kriftige 
Tribung, ++ = Flockung, +++ = vollstandige Aussalzung. 
30° 
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Tabelle XV. 
Aussalzungsbild gleich nach dem Vermischen. 





3. 4 5. | 6. 7. 8. ; 10. 


tf te ott (4+4+4+/4+4+4 
0 0 + ftp it 4 
+ ++ |4+4+4+/4+++/4++4 
0 0 0 [++ ++ i444 








Tabelle XVI. 
Aussalzungsbild nach 3 Stunden. 





4. 5. 6. 7. l 9. 10. 


0 et ttt litt tltt+i +++ 
Oo | 8 | 8 ft t+4+)/+4+4+/+4+4 
6 | 3 + |+++\+++ ++: 


0 0 o | $ +4+4+/4+4 


Tabeille X VII. 
Aussalzungsbild nach 36 Stunden. 











' 
| 


3. 5. 6. 7. eS ee: 10. 


Ht EH ttt ttt i tttit+ tt 
OO tt ttle ttit+tti++4 

Lo Ht ttt ti tttit+t+ 
OF & [++++4+4+/4+4++ 











Das Resultat ist sehr deutlich: Lecithin schiitzt die Euglobuline 
vor der Aussalzung, der Schutz ist ziemlich intensiv und noch nach 
36 Stunden deutlich nachzuweisen. Harnstoff hat ebenfalls schiitzende 
Wirkung; Rohrzucker im Gegenteil sensibilisiert, nur kommt es zu 
keiner intensiven Teilchenvereinigung, da die hohe Viskositét des 
Lésungsmittels dies verhindert. Es fragt sich, wie man sich die schiitzende 
Wirkung des Lecithins vorzustellen hat. Harnstoff und Zucker wirken 
bekanntlich nicht als solche auf das EiweiB ein. Nach der Aussalzungs- 
theorie von E.A. Hafner und L. v. Kiirthy (49) laBt sich aber das 
entgegengesetze Verhalten von Harnstoff und Rohrzucker qualitativ 
ohne weiteres verstehen: Die Ionenaktivitaét des aussalzenden Stoffes 
und die Polarisierbarkeit des auszusalzenden Kérpers im Verhaltnis 
zur Polarisierbarkeit seines Lisungsmittels sind fiir den Aussalzungs- 
effekt maBgebend. Nach R. Fiirth (50) erhéht Harnstoff die Dielektri- 
zilditskonstante des Wassers, und Rohrzucker setzt sie herab. Da nun 
nach B. Keller (51) das geléste EiweiB eine héhere D.K. als das Wasser 
hat, wird durch Zusatz von Harnstoff seine relative Polarisierbarkeit 
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verkleinert, es wird schwerer ausgesalzen, es wird geschiitzt; durch 
Rohrzuckerzusatz sinkt umgekehrt die Polarisierbarkeit des Wassers, 
die relative Polarisierbarkeit des EiweiBes wird vergréBert, die Aus- 
salzung tritt bei geringerer Salzkonzentration ein, das EiweiB wird 
sensibilisiert. Offenbar kommt dieser Mechanismus fiir die Wirkung 
des Lecithins nicht in Frage. Es fragt sich deshalb, was es hier fiir 
Méglichkeiten gibt. 

Durch die Untersuchungen von P. Kyes (52) (53), J. Morgenroth 
und U. Carpi (54) (55) ist gezeigt worden, daB die Toxine der Kobra, 
der Biene und des Skorpions bei Behandlung mit Lecithin stirker 
himolytisch wirken. Gleichzeitig zeigten diese sogenannten Toxo- 
lecithide gegeniiber Chloroform, Ather und Wasser eine verianderte 
Léslichkeit, die sich zwischen der des Toxins und der des Lecithins hielt, 
so daB die Annahme einer Komplexbildung zwischen Lecithin und Toxin 
begriindet schien. Allerdings konnte J. Bang (56) das Toxolecithid 
mit eigens dazu gereinigtem Lecithin nicht reproduzieren. EZ. Reiss (57) 
fand, daB Trypsin und Lab sich in Gegenwart von Lecithin in Chloro- 
form lésen ; dasselbe Verhalten zeigte nach L. Michaelis und P. Rona (58) 
das Lab; unter Mitwirkung von Lecithin sind Albumosen in Alkohol- 
Chloroform _léslich. H. Handovsky wnd R. Wagner (59) konnten 
Globuline mit 1,5proz. Lecithinlésungen fallen, nicht aber Albumine. 
Durch Salze wird die Fallung gehemmt. Nach diesen Autoren bildet 
das Lecithin mit den Globulinen, nicht aber mit den Albuminen 
Komplexe. 

Es ergibt sich somit ganz allgemein, daB das Lecithin eine besondere 
Affinitat zu EiweiB und verwandten Kérpern besitzt, die sich durch 
eine Léslichkeitserhéhung des EiweiBes kundtut. XK. Frankenthal (60) 
hat vor kurzem gezeigt, daB die Euglobulinfraktion (dargestellt durch 
1/5 (NH,),SO,-Sattigung oder durch Elektrodialyse) des Pferdes 
71,7 Proz. der gesamten Serumlipoide enthalt, und unsere Versuche 
zeigen, daB das Lecithin gerade die Euglobuline gegen die (N H,),80,- 
Aussalzung zu schiitzen vermag. 

Falls die spezifische Refraktion des EiweiBes durch Lecithin nicht 
verandert wird, so spricht dies nicht gegen eine Komplexbildung 
zwischen Lecithin und Eiwei®, wird aber die spezifische Refraktion 
des EiweiBes durch Lecithinzusatz geaindert, so ist dies nach dem 
oben Gesagten fiir eine Komplexbildung Lipoid-EiweiB beweisend. 
Die spezifische Refraktion des reinen Globulins war vor dem Lecithin- 
zusatz 104. 10-5, nach dem Lecithinzusatz 72.10~>. Damit ist eine 
Komplexbildung in vitro zwischen SerumeiweiB und Lecithin erwiesen. 
Dieser Komplex besitzt eine geringere Polarisierbarkeit und wird 
schwerer ausgesalzen. Unsere Versuche sind fiir die Immunitatslehre, 
speziell fiir die Frage nach der Konstitution des heterogenetischen 
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Antigens von Bedeutung. Bekanntlich versteht man unter homologen 
Antikérpern solche, die nur auf die urspriingliche Immunisierungs- 
fliissigkeit einwirken. Diese Reaktionen bilden die Grundlage der 
klassischen Immunitatslehre. Im Jahre 1911 gelang es J. Forssman (61), 
heterologe Antikérper, d. h. solche Antikérper herzustellen, die auf 
gewisse Sera spezifisch wirken, die aber bei der Bildung der Antikérper 
selbst nicht beteiligt waren, indem er wiisserige Meerschweinchen- 
organemulsionen Kaninchen injizierte, worauf die Kaninchen Himo- 
lysine bildeten, die Schaferythrocyten ebenso intensiv auflésten, wie 
die durch Schafblutinjektionen erzeugten homologen Antikérper. 

Durch die Untersuchungen von J. Forssman (61), R. Doerr und 
R. Pick (62) und F. Schiff ergab sich folgende interessante, charak- 
teristische Lokalisation des heterogenetischen Antigens: 

1. Es kommt vor in den Organen vom Meerschweinchen, Pferd, 
Huhn, Katze, Schildkréte, in geringen Mengen auch im Serum dieser 
Tiere, fehlt aber véllig in ihren Erythrocyten. 

2. Es kommt vor in den Erythrocyten von Hammel und Ziege. 

3. Es fehlt véllig im Rinde, Kaninchen, Ratte, Schwein, Menschen, 
Gans, Taube, Maus, Aal und Frosch. 

Schon im Jahre 1914 wurde die Frage nach der chemischen Kon- 
stitution des heterogenetischen Antigens durch R. Doerr und R. Pick (64) 
aufzerollt, die neueren Untersuchungen von K. Landsteiner (65) und 
K. Landsteiner und S. Simms (66) und N. Takenomata (67) brachten 
eine gewisse Klirung, so daB man an eine physikalisch-chemische 
Untersuchung denken konnte. 

K. Landsteiner zeigte: 

1. Alkoholische Extrakte aus Pferdeniere bewirken in vitro noch 
Hamolyse, vermégen, aber fiir sich allein Kaninchen injiziert, keine 
Antikérper zu erzeugen, mit anderen Worten, die Alkoholextrakte 
haben keine Antigenfunktion, binden aber in vitro noch spezifisch 
(Haptene). 

2. Fiigte Landsteiner zu _ alkoholischem Pferdenierenextrakt 
Schweine- oder Measchenserum, so trat die heterogenetische Antikérper- 
bildung im Kaninchen wieder auf. Injizierte er beide Komponenten 
getrennt, so war die Antikérperbildung schwacher, wihrend die Kom- 
ponenten allein unwirksam waren. 

K. Landsteiner vermutet auf Grund dieser Experimente, daB das 
heterogenetische Antigen aus einem Komplex von Eiwei8 und locker 
gebundenem Lipoid bestehe, das durch Alkohol leicht abgespalten werde. 
Unsere Versuche beweisen, daB durch Zusatz von Lecithin zu Serum ein 
Lecithin-EiweiBkomplex gebildet wird. 

Das Verhalten der Komponenten des heterogenetischen Antigens 
ist in neuerer Zeit noch weiter untersucht worden: K. Landsteiner 
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und S. Simms (66) zeigten, daB auch dem Hapten ein minimales 
[mmunisierungsvermégen zukomme; H. Sachs und A. Klopstock (68) 
erreichten auf Lecithin und Cholesterin spezifische Antikérperbildung. 
Andererseits ergaben die Untersuchungen von F. Georgi (69) und 
F. Heimann (70), daB die Qualitat der zugesetzten EiweiBkomponente 
von Bedeutung ist, indem sich Pferdeserum weniger eignet als Schweine- 
serum, R. Doerr und C. Hallauer (71) aber gelang es nicht nur, Schweine-, 
Pferde- und Menschenserum, sondern auch Rinderserum, Typhus- 
bazillenextrakte, mit Extrakten von Erythrocyten, der Leber und der 
Niere des Kaninchens als EiweiBkomponente bei der heterologen Anti- 
kérpererzeugung zu verwenden. Sie glauben deshalb, daB der Disper- 
sitatsgrad der EiweiBkomponente fiir die heterologe Antikérperbildung 
ein ausschlaggebender Faktor ist. Vom physikalisch-chemischen Stand- 
punkt aus la8t sich tiber Rolle und Grad der Dispersion des EiweiBes 
und eventuell auch des Lipoids, die fiir eine Komplexbildung ein 
Optimum darstellen, nichts mit Bestimmtheit sagen. Weitere Literatur 
bei Landsteiner und Simms; Beziehungen zur Anaphylaxie bei Doerr 
und eventuelle Beziehungen zur Wassermannreaktion bei Sachs. 


B. Die Individualitiét der Albumine und Globuline. 
I. Die Aussalzung'*). 

Die klassische Methode, EiweiBkérper aus ihren Lésungen zu 
isolieren, ist die Aussalzung. Schon Panum, W. Kiihne und Alexander 
Schmidt hatten die Aussalzbarkeit der SerumeiweiBkérper festgestellt. 
Von Th. Weyl stammt der Begriff des Serumglobulins. O. Hammarsten 
nannte alle jene EiweiBkérper, die durch Magnesiumsulfatganzsattigung 
ausgesalzen werden, Globuline. Das war aber nicht die einzige De- 
finition, die damals existierte; auch jene Eiwei®kérper, die durch 
Dialyse der Salze unléslich wurden, hieBen Globuline; das Weylsche 
Globulin aber war jener EiweiBkérper, der beim Verdiinnen von Blut- 
serum mit 15 Volumteilen Wasser, nach Ansiuern mit Essigsiure und 
gleichzeitigem Durchleiten von Kohlensiure ausgeschieden wurde. 

Erst die grundlegende Arbeit von G. Kauder im Jahre 1886, einem 
Schiiler von Franz Hofmeister, brachte eine gewisse Abklirung in das 
damals viel, aber uneinheitlich bearbeitete Gebiet. G. Kauder zeigte: 

1. daB die Aussalzung von der Art des Salzes abhingig ist; 

2. daB die Aussalzung die EiweiBkérper nicht verandert. 

Wollte man also zu einer experimentell vergleichbaren Basis ge- 
langen, so muBte man sich zunichst auf ein bestimmtes Sajz als Aus- 
salzungsmittel einigen und so nach Ubereinkunft rein definitionsgemaB 
die Nomenklatur festlegen. Dies geschah um so leichter, als G. Kauder 


1) Literatur bei (10). 
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gleichzeitig die etwas umstandliche MgSO,-Fallung durch die elegante 
und sichere (NH,),S0O,-Fallung nach Méhu ersetzte. 

Man definierte nach G. Kauder, und diese Definition ist auch heute 
noch die einzig richtige: Diejenigen EiweiBkérper, die aus nativem 
Serum durch Halbsattigung mit Ammoniumsulfat ausgesalzen werden, 
wollen wir Globuline nennen, und diejenigen EiweiBkérper, die zwischen 
Halb- und Ganz-(NH,),S0O,-Sattigung ausgesalzen werden, Albumine. 
Globulin und Albumin sind also konventionell, definitionsgemap fest- 
gelegte Begriffe. Die Grenze (NH,),5O,-Ganz-Sattigung war dadurch 
gegeben, daB bei dieser Konzentration alles EiweiB quantitativ aus- 
gesalzen wurde, aber welchen Sinn hatte es, den Einschnitt gerade bei 
Halbsittigung mit (NH,),SO, zu machen! A priori lag hierfiir kein 
Grund vor, praktisch vielleicht der, daB man sich damit etwas an den 
von Hammarsten durch MgSO,-Ganzsattigung ausgesalzenen Kérper 
anlehnte. Allerdings machte bereits 2. P. Pick (25) und neuer- 
dings wieder P. Rusczynski (80) darauf aufmerksam, daB die Fiallungs- 
grenzen von Globulin und Albumin auseinander liegen, so daB zwischen 
den einzelnen Fallungsgrenzen Konzentrationsintervalle liegen, in denen 
nichts aussalzt; aber wie sollte man sich zu dem Ejiweif stellen, das 
bei 1/,-, 2/;-, 4/;- oder bei irgend einer beliebigen (N H,), 5 0,-Sattigung 
ausgesalzen wird? A. H#. Burckhardt und EF. Marcus vertraten schon 
zu ihrer Zeit die Anschauung, daB das Globulin nichts Einheitliches sei, 
und in der Tat: XK. Spiro zusammen mit B. Haake, E. Fuld und 
E. P. Pick zerlegten die Globulinfraktion in die bei 1/3-(NH,),S0,- 
Sattigung ausfallenden sogenannten Euglobuline und in die zwischen 
33 bis 46 Proz. (N H,),S0O,-Sattigung ausfallenden sogenannten Pseudo- 
globuline. 1902 teilten O. Porges und K. Spiro die Globuline in drei 
Fraktionen, und EZ. Freund und J.Joachim kamen sogar zu einer 
Vierteilung der Globuline, und 1922 brachten schlieBlich noch R. Doerr 
und W. Berger (73) eine Fraktionierung der Albumine. Kein Wunder, 
daB H. Herzfeld und R. Klinger (74) (75) (76) schon 1917 die Eigen- 
schaften der Albumine, Eu- und Pseudoglobuline usw. nur als AuBe- 
rungen des verschiedenen Dispersitatsgrades ein und desselben Blut- 
eiweiBkérpers aufgefaBt haben wollten, und der schematisierende 
kolloidchemische Zug in Biologie und Medizin kam dieser Hypothese 
damals sehr zustatten. 

Die klassische Definition der Albumine und Globuline steht und 
fallt mit dem Wesen der Aussalzung. Bekanntlich haben F. Hofmeister, 
Pauli, Washbum, Héber u. a. die Anschauung entwickelt, daB die Aus- 
salzung auf einer Dehydratation des auszusalzenden Stoffes beruhe, 
indem die Salze mit dem auszusalzenden Stoffe um das Lésungsmittel 
konkurrieren. Wie J. Loeb, P. FE. Howe u. a. gezeigt haben, deckt sich 
aber diese Hypothese mit vielen Tatsachen nicht. 
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In neuerer Zeit hat E. A. Hafner mit L. v. Kiirthy (49) (77) (78) 
eine Theorie entwickelt, die geeignet erscheint, die tatsichlichen Ver- 
haltnisse zu erfassen. Fiir die Aussalzung ist wesentlich, daB eine 
groBe Menge Ionen, also eine groBe Elektrizitatsmenge in die wisserige 
Lésung eines Nichtelektrolyten eingetragen wird. In der Nachbarschaft 
eines jeden Ions bestehen starke, elektrische Felder, wodurch die Um- 
gebung, Lésungsmittel und geléster Stoff, polarisiert werden, wofiir gilt 


D—1 


P=€ 
4a 


P = Polarisation, 

= elektrische Feldstarke, 
D = Dielektrizitatskonstante, 
z= 3,14... 


Fiir ein gegebenes Feld hangt nun die relative Translation von 
Geléstem und Lésungsmittel von ihrer relativen Polarisierbarkeit ab. 
Meist liegen die Verhiltnisse so, daB der Nichtelektrolyt eine kleine 
D. K. und damit eine geringere Polarisierbarkeit hat als das Lésungs- 
wittel, und diese Molekiile bewegen sich im elektrischen Felde zwangs- 
laufig nach Orten geringster Feldstarke, wo es zur Anhiufung der 
Teilchen kommt, die bis zur Zweiphasenbildung und damit zur Aus- 
salzung fortschreiten kann. Der zweite Faktor ist die Starke des polari- 
sierenden Feldes oder, mit anderen Worten, die relative Aktivitdt des 
Einzelions, die den Aussalzungseffekt bestimmt. Die Theorie haben 
spiter P. Debye und J. Mc Aulay (79) quantitativ ausgearbeitet. 

Bei der Aussalzung der EiweiSkérper aus nativen Sera kommt 
somit als wesentlich in Betracht: 

1. Das Lésungsmittel hat im groBen und ganzen immer dieselbe 
Polarisierbarkeit. . 

2. Wenn immer nur dasselbe Salz, (NH,),SO,, verwendet wird, 
so ist fiir eine festgelegte Konzentration die relative Aktivitaét der 
aussalzenden Ionen immer dieselbe. 

3. Es ist kiirzlich darauf hingewiesen worden (78), daB die 
Polarisierbarkeit konstitutionschemisch bedingt ist, indem auch gilt: 


,. 3’ Mr—!1 
4a d n*+ 2’ 
= Brechungsquotient, 
= Molekulargewicht, 
= Dichte, 
3,14, ... 
= Polarisation 
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Hieraus folgt streng: Die Aussalzung kann zu einer Differenzierung 
von strukturchemisch unter sich zusammengehérenden EiweiBgruppen 
fiihren. Da es sich aber hierbei um die relative Polarisierbarkeit zwischen 
Eiwei8 und Dispersionsmittel handelt, hat die Differenzierung bzw. 
die Definition der Albumine und Globuline durch die (NH,),S0,- 
Aussalzung nur Sinn in bezug auf natives Serum. Ob aber die Aussalzung 
im Einzelfall zu einer geniigenden Differenzierung jeweils fiihrt, kann 
nicht a priori, sondern nur durch die sorgfaltige, unvoreingenommene 
Analyse der ausgesalzenen Produkte entschieden werden. 


II. Die Charakterisierung der ausgesalzenen Kérper. 
a) Chemisch. 

Wir definieren und identifizieren Albumine und Globuline durch 
ihre Aussalzbarkeit. Diese Sackgasse hat immer wieder zu Unklarheiten 
und unzutreffenden Interpretationen gefiihrt. Es soll nun deshalb 
kurz im Zusammenhang untersucht werden, ob und inwieweit die 
oben besprochene Aussalzung zu chemisch charakterisierten EiweiB- 
kérpern fiihrt. 

K. H. Mérner (81) hat gefunden, dab die Albumine sehr schwefel- 
reich sind und bis 1,6 — 2,2 Proz. S enthalten, wahrend die Globuline 
des Blutserums nur 1,02 — 1,11 Proz. S enthalten. In der Brutto- 
zusammensetzung unterscheiden sich die EiweiBkérper von anderen 
organischen Kérpern durch ihren N-Gehalt. Man hat daher auf die 
N-Analyse besonderen Wert zu legen. Unterwirft man die beiden 
Hauptfraktionen des Serums unter genau denselben Bedingungen der 
Saurehydrolyse, so liefern die Globuline, wie K. Spiro (82) u. A. nach- 
gewiesen haben, etwa 31 Proz. Glykokoll, wahrend die Albumine 
kein Glykokoll enthalten. Eine sehr sorgfaltige Analyse hat Hartley (83) 
ausgefiihrt (Tabelle X VITI). 








Tabelle XVIII. 
Gesamt-Globulin | Gesamt-Albumi 

Proz. Proz. 
Ammonium-N ....... 77 5,8 
PINE Seicw s © 6s we 2.0 11 
OS a ae 2,0 35 
Arginin-N...... ie a 10,9 10,4 
SS eee 6,3 6,7 
SE (i oom so =. > 46 ; 9.0 16,3 
Gesamt-Basen-N...... 28,2 36,9 
Gesamt-Filtrat-N ..... 62,0 56,5 
Amino-Filtrat-N ...... 59,5 54,2 
Nicht-Amino-N ...... 2.2 2,3 
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F. Obermeyer und R. Willheim (34) (35) haben den formoltitrierbaren 
N der Albumine und Globuline bestimmt und nennen das Verhiltnis 
Gesamt-N : Formoltitrierbarer N den Aminoindex z. Der Aminoindex 
der Albumine betragt 14 — 10, der der Globuline 23 — 18, mit anderen 
Worten, die Zahl der endstindigen Aminogruppen im Albumin ist viel 
gréBer als im Globulin. Im vorigen Jahre hat F. Lieben (84) Unter- 
suchungen tiber die Nitrierung der Albumine und Globuline mitgeteilt 
und gefunden, daB die Albumine und Globuline entsprechend ihrem 
verschiedenen Tryptophangehalt verschieden nitrierbar sind, indem 
Globulin ungefahr um 100 Proz. tryptophanreicher als Albumin ist (85). 

Diese chemischen Untersuchungen zeigen zur Evidenz, daB, wenn 
auch die Aussalzung nicht zu vdéllig exakt chemisch definierbaren 
Kérpern fiihrt, die durch Ammoniumsulfathalbsittigung aus nativem 
Serum ausgefillten Globuline sich in ihrer chemischen Zusammensetzung 
fundamental von den Albuminen unterscheiden, so daB von irgend einer 
chemischen Identitiét auch nicht im geringsten die Rede sein kann. 


b) Physikalisch-chemisch. 


Es ist ganz klar, daB fiir die Frage der Individualitat der Albumine 
und Globuline nur solche physikalisch-chemischen Eigenschaften ent- 
scheidend sind, die dispersitaétsinvariabel und strukturchemisch inter- 
pretierbar sind. 

Kiirzlich hat 2. A. Hafner (86) an _ isoelektrischem, salzfreiem 
Albumin und Globulin, also unter physikalisch streng vergleichbaren 
Bedingungen gezeigt, daB die durch (NH,),SO,-Halbsittigung aus- 
gesalzenen EiweiBkérper von denen zwischen Halb- und Ganzsittigung 
aussalzbaren Kérpern aus demselben Blutserum sich nicht nur wesentlich 
durch ihre spezifische Rotation unterscheiden, sondern auch durch die 
Rotationsdispersion. Diese betrigt fiir das Globulin 78,5°, fiir das 
Albumin 66,5 Proz. Damit konnte wohl zum erstenmal auf diesem 
Wege gezeigt werden, dab die Globuline und die Albumine struktur- 
chemisch verschiedene Kérper darstellen. Die Analyse der Rotations- 
dispersionskurve beider SerumeiweiBkérper fiihrt zu der Vorstellung, 
daB die Albumine und Globuline einen beinahe identischen Kern- 
oszillatorenkomplex von hoher Frequenz besitzen, sich aber durch 
verschiedene Nebenoszillatorenkomplexe geringerer Frequenz unter- 
scheiden. Diese Vorstellung verdient vielleicht ein gewisses Interesse, 
da auch Max Bergmann (87) (88) auf rein chemischem Wege zu ver- 
wandten Anschauungen gefiihrt wurde. Auch die réntgenspektro- 
graphischen Untersuchungen von R. O. Herzog und H. W. Gonell (89) (90) 
sprechen in demselben Sinne, und F. Umber (91) wies schon 1898 in 
einer bei F. Hofmeister gefertigten Arbeit auf die ,,nahe Verwandtachaft 





464 OQ. Arnd u. E. A. Hafner: 


der Mutterkomplexe in den verschiedenen Proteinstoffen, deren spezifis: h: 
Eigentiimlichkeiten vielleicht nur durch die Anwesenheit besonderer 
dem Molekiil angelagerter Gruppen bedingt sind’. 

Wenn zwei Kérper eine verschiedene Refraktion haben, so sind 
sie chemisch sicher verschieden. Dieser Satz ist nicht umkehrbar. 
Korper gleicher Refraktion kénnen chemisch verschiedene Individuen 
sein (Tabelle XIX). 


‘abelle XIX. 





n 


1.5696 
Isosafrol 1.5693 
Antipyrin 15697 


A. Bélak (92) hat ausfiihrlich gezeigt, wie durch Sauren usw. dic 
Ionisation, die Hydratation und der Dispersititsgrad des Globulins 
geaindert wird. 7'. B. Robertson (vgl. Tabelle XI) und wir selbst konnten 
nachweisen, daB die spezifische Refraktion durch die py nicht ver- 
andert wird. Dasselbe gilt von der Salzwirkung, so daB die spezifische 
Refraktion weitgehend dispersitaétsinvariabel ist. 7. B. Robertson (4) 
ist es auch gelungen, verschiedene Eiweifstoffe durch ihre spezifische 
Refraktion zu charakterisieren (Tabelle XX). 


Tabelle XX. 





Eiwei8 Spez. Refraktion Eiweif Spez. Refraktion 


Ovovitellin .... 0,001 30 Paranuclein . .. 
Casein . 0,001 52 Serumglobulin . . 
Ovomucoid .... 0,001 60 Serumalbumin . . 


Wir haben in dieser Arbeit gezeigt, daB die spezifische Refraktion 
der Serumeiweibkérper starken Schwankungen unterliegt, und die 
Griinde hierfiir auseinandergesetzt. Es ist aber wichtig zu betonen, 
daB in ein und demselben Serum in der Mehrzahl der Fille die spezifische 
Refraktion des Albumins und des Globulins auBerhalb aller Fehlergrenzen 
verschieden ist. 

Ch. Dhéré (136) hat ferner gezeigt, daB sich das Serumglobulin 
durch seine Absorptionsbanden im Ultravioletten vom Serumalbumin 
wesentlich unterscheidet. 


Wenn auch alle diese GréBen nicht absolut vom Dispersitatsgrad 
unabhangig sind, so fiihren auch diese physiko-chemischen Messungen 
iibereinstimmend zu einem mit den chemischen Untersuchungen voll- 
standig konformen Resultat. 





iibe 
Ind 
E. . 
der 
die 

yon 
und 
ihre 
der 
Spa 
viel 
yon 
glol 
albi 
die 
eine 


gra 
Opt 
unc 


a 80 he 


lerer. 


sind 
rbar. 
duen 


die 
ilins 
iten 
ver- 
che 
} (4) 


che 


Refraktion der Serumeiwei8kérper usw. 


c) Biochemisch. 


Die EiweiBstoffe sind hochkomplexe Gebilde, und je nach dem Wege, 
iiber den sieabgebaut werden, gelangt man zu verschiedenen chemischen 
Individuen. So konnte in neuerer Zeit durch M. Bergmann (87) (88), 
B. Abderhalden u. A. die Méglichkeit erwiesen werden, daB am Aufbau 
der Proteine auch isomerisierte Diketopiperazine teilhaben. Die durch 
die Arbeiten von EZ. Fischer und Fr. Hofmeister begriindete Anschauung 
vom Peptidaufbau der Proteine hat dadurch eine wichtige Erganzung 
und Erweiterung erfahren. Jene klassische Anschauung hatte eine 
ihrer Stiitzen in den Abbauprodukten, die beim fermentativen Abbau 
der Proteine entstehen. F. Umber (91) hat dabei gezeigt, daB die 
Spaltung von Serumglobulin durch Pepsin in Albumosen und Peptone 
viel langsamer und schwerer vor sich geht als die peptische Spaltung 
von Albumin. Z. Fischer und E. Abderhalden (92) fanden bei Serum- 
globulin gegeniiber Pankreatin eine héhere Resistenz als bei Serum- 
albumin, und C. Oppenheimer und H. Aron (93) zeigten speziell, daB 
die héhere Resistenz des Globulins gegen Trypsin auch bei AusschluB 
eines Antitrypsins bestehen bleibt. 


Zweifellos ist fiir die fermentative Spaltbarkeit der Dispersitats- 
grad des Substrats von Bedeutung. Nun ist aber bei p,, 2,2, dem 
Optimum der Pepsinwirkung, der Dispersitétsgrad zwischen Albumin 
und Globulin infolge der allgemeinen Saurequellung kaum wesentlich 
verschieden, und beriicksichtigt man die im Verhaltnis zu den Carbo- 
hydrasen sehr geringe Spezifitét der Proteasen, so ist die erhéhte 
Resistenz des Globulins gewiB sehr bemerkenswert und spricht fiir 
sich allein bis zu einem gewissen Grade zugunsten konstitutions- 
chemischer Differenzen beider Eiwei®kérper. 


d) Immunologisch und biologisch. 


1911 gelang es J. Bauer und St. Engel (113), Albumin und Globulin 
durch den Komplementbindungsversuch exakt zu trennen. 


H.H. Dale wnd P. Hartley (94) haben am Uterus des Meer- 
schweinchens gezeigt, daB Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin 
anaphylaktische Antigene sind, und die Sensibilitdt, die sie erzeugen, 
ist spezifisch fiir die einzelnen Fraktionen, so daB z. B. ein mit Euglobulin 
sensibilisiertes Tier auf Einverleibung von Albuminen keine ana- 
phylaktischen Symptome zeigt. Dabei hat sich nun herausgestellt, 
daB sich die Empfindlichkeit bei Einverleibung der Albumosen sehr 
viel spiter entwickelt als bei den Globulinen. R. Doerr und 
W. Berger (73) (95) (96) fanden, daB sich die Albumine und Globuline 
in ihrer anaphylaktogenen Wirksamkeit auch quantitativ betrachtlich 
unterscheiden, indem fiir die Globuline die Latenzperiode kirzer, die 
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minimal sensibilisierende Dosis enorm viel kleiner (1: 200) und «dj 
schockauslésende Kraft gréBer ist als fiir die Albumine. Und weite; 
fiir eine erhebliche Differenz spricht, daB im anaphylaktischen Kon. 
kurrenzversuch (crossed desensitisation) das Euglobulin das Albumi 
verdringt, nicht aber umgekehrt. 

H. Chick (97) glaubt, daB die Pseudoglobuline mit den Lipoide), 
reagieren und so ein Lipoid-Eiweibkomplex, das Euglobulin, entsteht 
Wir haben in der vorliegenden Arbeit die Beziehungen zwischen Eiwei{ 
und Lipoiden eingehend erértert, und es muB zum mindesten die Frage 
aufgeworfen werden, inwieweit die beobachteten immunologischey 
Differenzen zwischen Albumin und Globulin nicht auf den verschiedeney 
Lipoidanteil (60) der Serumfraktionen zuriickzufiihren sind. Bis heute 
ist diese Méglichkeit experimentell nicht ausgeschlossen worden. Das. 
selbe gilt auch fiir das von A. Schiirmeyer (98) beobachtete entgegen. 
gesetzte Verhalten von Albumin und Globulin auf die BeeinfluBbarkeit 
der Inversionskonstante durch Ionen. Die Individualitaét des Globulins 
und Albumins wird aber dadurch in keiner Art und Weise in Frage 
gestellt, da die besondere Affinitét des Lecithins zum Euglobulin, 
seine spezifische Schutzwirkung gegen die (N H,),SO,-Aussalzung eine, 
wie wir oben gezeigt haben, komplexchemisch bedingte Wirkung ist 
Damit steht auch in Zusammenhang, daB die Goldzahl des Globulin: 
nach den Untersuchungen von Fr. N. Schulz und R. Zsigmondy (99) 
F. Jacobs (100), W.Heubner und F. Jacobs (101) und von J. Reit 
stétter (102) kleiner als die des Albumins und ihre Schutzwirkung dem. 
entsprechend gréBer ist. So hat z. B. Pferdealbumin (102) eine Goldzah! 
von 0,0741 (reziproke Goldzahl = 15) und das Globulin eine solche 
von 0,0239 (reziproke Goldzahl = 41). Neuerdings glaubt R. Zsig. 
mond y (103), daB zum Verstandnis der Schutzwirkung das Verhiltnis 
V = Zahl der Goldteilchen: Zahl der Schutzkolloidteilchen geniige 
Fiir einen gewissen Typus der Schutzwirkung trifft dies zweifellos zu, 
aber gerade fiir den Fall der Albumine und Globuline versagt diese 

‘Betrachtung: Es ist eine feststehende Tatsache, daB die Globuline 
einen geringeren Dispersitatsgrad als die Albumine haben. Vergleicht 
man nun gleiche Massen Albumin und Globulin auf ihre schiitzende 
Wirkung, so miiBte, wenn V allein maBgebend wire, Albumin eine 
bessere Schutzwirkung entfalten als Globulin. Die Erfahrung zeigt, 
daB das Gegenteil der Fall ist. Um die Frage nach der Natur der bei 
der Schutzwirkung und verwandten Erscheinungen wirksamen Krafte 
kommen wir nicht herum, und es hat sich immer deutlicher heraus- 
gestellt, daB die rein mechanische Adsorption, wie sie A. Eucken (105) (107) 
und M. Poldnyi (104) (106) behandelt haben, ein Idealfall, ein Grenzfal! 
ist, der relativ selten realisiert ist. In der Mehrzahl der Fille spielen 
spezifische Krafte chemischer Natur, wie sie im Gebiete der Komplex- 
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chemie schon lange bekannt sind, die entscheidende Rolle. J. Lang- 
muir (108) (109) hat schon vor 8 Jahren die chemische Natur der Ad- 
sorption betont und die Inadaquatheit zwischen rein mechanischer 
Auffassung und Beobachtung aufgezeigt. 


Im Gegensatz zur Goldzahl ist die Verschiedenheit der Eisen- 
zahl (110), die etwas ganz anderes bedeutet, und auch die der Rubinzahl, 
wie aus den neueren Untersuchungen von St. Bacher (111) und G. Eitisch 
und H. Runge(112) hervorgeht, nicht der Ausdruck verschiedener 
Konstitution, sondern der verschiedenen Ladungsverhiltnisse der 
Albumine und Globuline. 


Es ist eine alte Erfahrungstatsache, daB unter gewissen Bedingungen 
im Blute charakteristische EiweiBverschiebungen auftreten. So beob- 
achtete schon Panum vor 70 Jahcen, daB wihrend der Schwangerschaft 
die Globuline vermehrt sind. G. v. Bunge berichtet in seinem Lehrbuch, 
daB bei hungernden Schlangen die Albumine aus dem Blute ver- 
schwinden. A. E. Burckhardt (114) und Th. St. Githens (115) studierten 
die Globulinvermehrung im Hunger bei Hunden. JL. Moll (116) er- 
zielte nach EiweiBinjektionen, G.C. Reymann (117) nach Mangan- 
chloridinjektionen Globulinsteigerung. P. Morawitz (118) beobachtete 
nach starken Blutverlusten, da8 zuerst die Albumine zunehmen, die 
Globuline absolut konstant bleiben. Nach ungefihr 3 Stunden er- 
reichen die Albumine eine gewisse Konstanz, und nun setzt ein rapides 
Ansteigen der Globuline ein. Auch auf Einverleibung von Antipyretica 
antwortet der Organismus mit einer Globulinsteigerung [F’.Cervallo(119), 
F. Breinl (120)], ebenso bei Infektionen [Z. Langstein und M. Mayer (121)], 
und wie in sehr vielen Arbeiten untersucht worden ist, tritt auch im 
Laufe von gewissen Immunisierungsprozessen (Diphtherie, Cholera usw.) 
eine Globulinvermehrung auf [W. Seng (122), J. P. Atkinson (123), 
Ph. H. Hiss und J. P. Atkinson (124), R. B.Gibson und A. E. Banz- 
haf (125), S. H. Hurwik und K. F. Meyer (126), G.C. Reymann (127), 
St. Bacher und M. M. Kosian (128) u. a.}. 


Der relative Globulinspiegel ist bei den verschiedenen Tierarten 
verschieden [J. H. Woolsey (129)], beim Menschen schwankt er normal 
schon sehr stark und wird durch das Héhenklima verandert [H. C. 
Frenkel-Tissot (130)]. Einen prignanten Einflu8 von Alter und Er- 
nihrung konnte C. EZ. Wells (131) nicht finden. 2. A. Hafner (10), 
P. E. Howe und E. 8. Sanderson (132) untersuchten die Verinderungen 
des Globulinspiegels wihrend der Schwangerschaft. 


Es sind viele Vermutungen iiber die Bedeutung dieser Globulin- 
verinderungen geaiuBert worden; man dachte an kausale Beziehungen 
zum Fieber, zur Antikérperproduktion, zum Blutzerfall, zu Knochen- 
marksreizungen usw. Sicher ist nur: 
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1. Die Verschiebung des Globulinspiegels ist eine ganz allgemeine 
und hdufige Reaktion des Organismus auf ganz verschiedene Einfliisse, 
ahnlich der reaktiven Temperatursteigerung. 

2. Uber die biologische Bedeutung dieser Reaktion wissen wir nichts. 

3. Es ist mit Sicherheit festgestellt worden (132), daB die einzelnen 
Serumfraktionen vollig unabhdngig voneinander und ohne Zusammenhang 
im Organismus vermehrt oder vermindert werden. 

Dieses spricht auch im biologischen Sinne fiir die Individualitit 
der Serumeiweibfraktionen, und die Annahme einer gegenseitigen Um- 
wandlung innerhalb der Blutbahn ist mit diesen Beobachtungen un- 
vereinbar. In diesem Zusammenhang sei auch an die interessante 
Beobachtung von A.Carrel und H. A. Ebeling (133) erinnert, die 
fanden, daB natives Globulin junger Hiihner die proliferative Tatigkeit 
homologer Fibroblasten férdert, das Albumin aber hemmt. 


Zusammenfassend ergibt sich, daB auch immunologisch und bio- 
logisch die Globuline und die Albumine villig differente, gegenseitig nicht 
ersetzbare EiweiBkorper sind. 
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Direkte Ablesung des p,, beim Kompensationsverfahren 
mit MeSdraht. 


Von 
Aristides Kanitz. 


(Eingegangen am 22. November 1925.) 


Zur Berechnung der EMK bei Anwendung der gewéhnlichen An- 
ordnung des Kompensationsverfahrens mit MeBdraht ist eine kleine 
Rechnung erforderlich. Deshalb bevorzugt man, sobald gréBere Be- 
stimmungsreihen auszufiihren sind, die Anordnung mit zwei Rheostaten 
nebst Vorschaltwiderstand, um so unmittelbar die EMK in Millivolt 
zu bekommen. Indessen auch im letzteren Falle muB man p,, entweder 
berechnen oder aus einer Tabelle entnehmen. Vielfach wird dazu das 
Biichlein von Yllpé') verwendet. Dieses setzt aber die Anwendung 
der gesittigten Kalomelelektrode voraus und verlangt auBerdem, 
daBg die genannte Elektrode mit der Standardacetatelektrode bei 
18 bis 20° eine EMK von 517 Millivolt ergibt. Bekanntlich ist dies 
jedoch nicht der Fall, die gefundene Spannung ist oft kleiner, Werte 
um 514 Millivolt sind gar nicht selten. Ohne Anwendung der hieraus 
sich ergebenden Korrektur kann also der aus der Tabelle entnommene 
P,-Wert bis zu 0,07 falsch sein. In den Tabellen fehlt ein Hinweis auf 
die Notwendigkeit aieser Korrektur, und ich habe auch sonst kein 
troérterung dieses Punktes in der Literatur gefunden. 

Sehr einfach lat sich nun aber das Kompensationsverfahren mit 
MeBdraht so gestalten, daB man ohne Rechnung noch Tabellen p,, 
bei jeder Temperatur und bei Verwendung jeder Bezugselektrode un- 
mittelbar an einer Skala ablesen kann. 

Um dies zu erlautern, sei zunichst angenommen, daB bei 20" 
gearbeitet wird. Dann entspricht einem Konzentrationsunterschied 
von einer Zehnerpotenz der H-Ionen, also einer Einheit von p,,, ein 


') A. Yulpé, py-Tabellen, enthaltend ausgerechnet die Wasserstofi 
exponentenwerte, die sich aus gemessenen Millivoltzahlen bei bestimmten 
Temperaturen ergeben. Giiltig fiir die gesattigte Kalomelelektrode. Berlin, 
J. Springer, 1917. 
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EMK von 58,1 Millivolt. Stellt man also auf dem 1 m langen MeBdraht 
einen Spannungsfall von 
20 « 58,1 = 1162 Millivolt 

her, so entspricht offenbar der Spannungsabfall iiber 1 mm des MeBb- 
drahtes 0,02 p,,. Hat man nun eine Kette, bei der die eine H-Elektrode 
in eine H-Ionenlésung von der Normalitat 1 und die andere H-Elektrode 
in die Lésung, deren p, gesucht wird, eintaucht, so erhilt man den 
vesuchten Wert von Py, in 0,01 Einheiten ausgedriickt, ohne weiteres, 
indem man die EMK der Kette kompensiert, die Stelle des Schleif- 
kontaktes abliest und die gefundene, in Millimetern ausgedriickte 
Kompensationsstrecke verdoppelt. Ware z. B. der gesuchte Wert 
von p, 6,56, so wiirde bei Stromlosigkeit im Nebenstromkreis der 
Schleifkontakt auf 328 mm stehen. 

Wird nun an Stelle der Normalwasserstoffelektrode eine der ge- 
brauchlichen Bezugselektroden angewandt, so muBb man deren Spannung 
gegen die Normalwasserstoffelektrode in der Weise beriicksichtigen, 
daB man sie gleichfalls in p,, ausdriickt, wozu man ja nur die in Millivolt 
gegebene Spannungsdifferenz mit 58,1 zu dividieren braucht (immer 
eine Versuchstemperatur von 20° vorausgesetzt). Hitte z. B. die gerade 
benutzte gesittigte Kalomelelektrode gegen die Normalwasserstoff- 
elektrode die EMK von 249,2 Millivolt, so ware diese Spannung, in p,, 
ausgedriickt, 

249,2 : 58,1 = 4,289 p,. 


Diesem p, entsprechen 214,45mm des Mefbdrahtes. Die oben als 
Beispiel angenommene Lésung mit 6,56 p, wiirde also mit dieser 
Kalomelelektrode eine EMK haben, fiir deren Kompensation der Schleif- 
kontakt auf 


318 + 214,45 = 542,45 mm 


stehen miiBte. Hatte die benutzte Kalomelelektrode gegen die Normal- 
wasserstoffelektrode eine andere EMK, so wire die Rechnung ent- 
sprechend auszufiihren. Ebenso hatte man zu verfahren, wenn die 
Normal- oder die n/10-Kalomelelektrode zur Anwendung gelangen 
wiirde. Da die EMK der einzelnen Kalomelelektroden zwar verschieden 
ist, aber in der Regel konstant zu bleiben pflegt, so braucht man die 
Rechnung nur einmal zu machen. Fiir die Berechnung von p,, mub 
man also ganz allgemein von der gefundenen Kompensationsstrecke 
die auf die Kalomelelektrode entfallende Strecke abziehen und die 
sich ergebende Differenz verdoppeln. 

Diese Rechnung 1aBt sich nun ebenfalls einfach ausschalten, indem 
man neben der Skala des MeBdrahtes eine zweite Skala anbringt, die 
sich verschieben laBt, und zugleich verdoppelt. Dazu beziffert man 
die verschiebbare, gleichfalls in Millimeter geteilte Skala so, daB bei 
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50mm 1, bei 100mm 2 usw. steht (mit entsprechender Bezifferuny 
der Zwischenteilung). Bei Anwendung der als Beispiel angenommen:: 
Kalomelelektrode wire also die verschiebbare Skala so einzustell: 
daB ihr Nullpunkt bei 214,45 mm der MeBdrahtskala zu stehen komm: 
dann findet man durch Ablesen der Stelle der verschiebbaren Ska 
die mit der Stelle des Schleifkontaktes zusammenfillt, unmittelbar p, 
Solange man mit derselben Kalomelelektrode arbeitet, kann ma: 
diese Nullstellung des ,,p,,-Schiebers‘‘ auch festmachen. 

Auch fiir die neuerdings haufiger benutzte Chinhydronmethode jst 
der p,-Schieber bequem verwendbar. Benutzt man die ,,Standar| 
chinhydronelektrode“, so muB man zu dem aus der Kompensations 
strecke sich ergebenden p,,-Wert 2,04 p,, zuzihlen. Man fiihrt dies 
Addition dadurch aus, daB man den p,-Schieber so weit nach links 
verschiebt, bis der Nullpunkt der MeBdrahtskala mit dem Punkte 2,04 
(102 mm) des p,-Schiebers zusammenfallt, dann erhalt man wiede: 
unmittelbar p, beim Ablesen. SchlieBlich kann man den p,,-Schieber 
auch bei der Kombination Chinhydronelektrode/Kalomelelektrode ver- 
wenden. In diesem Falle hingt bekanntlich die Stromrichtung vom p,, 
der zu messenden Lésung ab. Nach der jiingsten Veréffentlichung von 
Cullen und Biilmann') besitzt die Chinhydronelektrode gegen div 
Wasserstoffgaselektrode die EMK von + 703,5 Millivolt. Fiir di 
EMK der benutzten gesiattigten Kalomelelektrode gegen die Norma! 
wasserstoffelektrode ergab sich + 250,3 Millivolt. Fiir die EMK de 
Chinhydronelektrode in einer Wasserstoffionenlésung von der No 
malitét 1 gegen die gesittigte Kalomelelektrode folgt demnac! 
453,2 Millivolt, wobei die Kalomelelektrode der negative Pol ist. Fii: 
jede Einheit von p,, vermindert sich diese EMK um 58,1 Millivolt 
wird also bei 

453,2 : 58,1 = 7,80 p,, 


Null, um dariiber hinaus fiir jede Einheit von py um 58,1 Millivolt 
zu steigen, wobei dann die Kalomelelektrode der positive Pol ist. Mit 
dem p,-Schieber bekommt man demnach p,, folgendermaBen: Solang: 
die Kalomelelektrode negativ ist, schiebt man den Schieber so, da! 
der Punkt 7,80 des Schiebers mit der Stelle des Schleifkontaktes zu 
sammenfallt, dann sucht man den Punkt des Schiebers auf, der mit 
dem Nullpunkt der Me8drahtskala tibereinstimmt. Dieser Punkt ist 
der gesuchte Wert von p,,. Ist die Kalomelelektrode der positive Po!, 
so verschiebt man den Schieber so, daB der Punkt 7,80 mit dem Nul! 
punkt der MeBdrahtskala iibereinstimmt, und liest die Stelle de> 
Schiebers, die mit der Stelle des Schleifkontaktes zusammenfiallt, al: 
den gesuchten Wert von p, ab. Bei der Kombination Chinhydron 


1) G. E. Cullen and E. Biilmann, Journ. of biol. Chem. 64, 735, 1925 
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elektrode/Kalomelelektrode ist es prinzipiell empfehlenswerter, die 
EMK nicht direkt zu bestimmen, sondern durch Hintereinander- 
bzw. Gegeneinanderschaltung eines Normalelementes als Differenz zu 
ermitteln. Dadurch wird das Verfahren etwas verwickelter, da man 
diese Differenz berechnen muB, indessen kann man sich durch Ver- 
wendung des p,,-Schiebers auch in diesem Falle die ganze nachfolgende 
Rechnung ersparen. 

Wie eine einfache Uberlegung ergibt, ist eine eventuelle MeBdraht- 
korrektur nur bei der Ablesung der Stelle des Schleifkontaktes zu be- 
riicksichtigen, waihrend bei allen anderen Ablesungen die unmittelbar 
sich ergebenden Skalenteile zu benutzen sind. 


Die Herstellung des benétigten Spannungsabfalls auf dem MeBdraht 
gelingt ganz einfach durch Verwendung eines geeigneten Vorschalt- 
widerstandes und Kompensation mit dem Normalelement. Der Vor- 
schaltwiderstand kommt zwischen Anfang des MeBdrahtes und dem 
Akkumulator, das Normalelement wird so entgegengeschaltet, dab 
einer seiner Pole mit dem Anfang des MeBdrahtes, der andere mit dem 
Schleifkontakt verbunden ist (dazwischen kommt natiirlich der Strom- 
anzeiger). Ist der benétigte Spannungsabfall 1162 Millivolt, und hat 
das Normalelement die EMK von z. B. 1018,6 Millivolt, so ergibt die 
Proportion 

1162: 1018,6 = 1000: x, 


x = 876,6. Man stellt also den Schleifkontakt auf 876,6mm (unter 
Beriicksichtigung der eventuellen MeSdrahtkorrektur) und _ variiert 
den Vorschaltwiderstand, bis Stromlosigkeit im Nebenstromkreis er- 
reicht ist. Bei einem MeBSdrahtwiderstand von etwa 14 Ohm und einer 
Akkumulatorspannung von 2 Volt liegt der vorzuschaltende Wider- 
stand bei 10 Ohm. Verfiigt man iiber einen Rheostaten, der bis 0,1 Ohm 
reicht, so stellt man den Widerstand bis 0,1 Ohm durch Stépseln her, 
fiir die feinere Abstufung dient ein zwischen 1 und 0,1 Ohm parallel 
geschalteter Draht mit Schleifkontakt, durch dessen Verschiebung 
die genaue Kompensation hergestellt wird. Ich habe dazu den auf- 
gewickelten Draht, der gewéhnlich als Vorschaltwiderstand dem In- 
duktorium zur Leitfahigkeitsbestimmung beigegeben wird, gut ver- 
wenden kénnen. Natiirlich kann dem Vorschaltwiderstand auch eine 
andere Anordnung gegeben werden. Wenn man den Widerstand des 
MeBdrahtes kennt, so kann man den Vorschaltwiderstand von vorn- 
herein so einstellen, daB der verschiebbare Widerstand zur Erzielung 
der Kompensation nur noch wenig verindert werden mu, dem Normal- 
element somit kein nennenswerter Strom entzogen wird. Jedenfalls 
liegen in dieser Hinsicht die Verhialtnisse nicht ungiinstiger als bei der 
Bestimmung der Klemmspannung des Akkumulators bei der gewohn- 
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lichen Kompensationsanordnung. Von Zeit zu Zeit ist die Spannung 
nachzupriifen und durch entsprechende Verschiebung des Vorschalt- 
widerstandes unverandert zu erhalten. Prinzipiell am richtigsten ist 
es sogar, nach jeder Messung die Spannung nachzupriifen. Die Spannung 
eines Akkumulators mit geniigender Kapazitaét bleibt indessen schon 
bei der gew6hnlichen Kompensationsanordnung verhaltnismaBig lange 
konstant. Da bei der beschriebenen Anordnung der Gesamtwiderstand, 
durch den der Akkumulator geschlossen ist, um rund 70 Proz. gréBer 
ist, steht es hinsichtlich der Konstanz der Spannung entsprechend 
giinstiger. Ebenso ist die Ablesungsgenauigkeit bei der Anordnung 
entsprechend vergréBert. 

Will man bei einer anderen Temperatur als bei 20° arbeiten, so 
ist der ganzen Eichung die bei der betreffenden Temperatur fiir die 
p,-Einheit giiltige Millivoltzahl zugrunde zu legen. Bei 18° also 57,7 Milli- 
volt usw. Es sei betont, dab die Stellung des Schleifkontaktes, die 
bei der Kompensation mit dem Normalelement den gewiinschten 
Spannungsabfall fiir den 1000 mm langen MeBdraht ergibt, fiir jede 
Temperatur eine Konstante ist, somit, ein geeichtes Normalelement 
vorausgesetzt, nur einmal berechnet werden muB. 





Der absolute und prozentuale Alkaloidgehalt 
der einzelnen Teile der Keimlinge und der jungen Pflanze 
von Strychnos nux vomica L. wihrend der Keimung. 


Von 
Th. Sabalitschka und C. Jungermann. 
(Eingegangen am 24. November 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


AnschlieBend an unsere vorhergehende Mitteilung!) tiber den 
absoluten und prozentualen Alkaloidgehalt der einzelnen Teile von 
Lupinus luteus L. wahrend der Vegetation sei tiber das Verhalten des 
Alkaloidgehalts der Strychnospflanze, Strychnos nux vomica L. im 
ersten Vegetationsstadium berichtet, d. h. in den ersten 7 Monaten 
nach der Aussaat. Die Strychnospflanze enthalt die Alkaloide Strychnin 
und Brucin in wechselnden Mengenverhaltnissen; im Samen finden 
sich diese Alkaloide ungefihr zu gleichen Teilen, weshalb das deutsche 
Arzneibuch bei der Bestimmung des Alkaloidgehalts der Samen das 
mittlere Molekulargewicht der beiden Alkaloide = s a 364 benutzt. 

Die Samen _ enthielten 
2.19 Proz. Alkaloid oder 
100 Samen enthielten 3,15 ¢ 
Alkaloid. Die auf feuchter 
Watte zum Keimen _§ ge- 
brachten Samen wurden in 
Sand  iibertragen, spater 
dann in Gartenerde um- 
gesetzt. Bei Versuch A wurde 
der Alkaloidgehalt der Keim- 
linge 47 und 215 Tage nach 
der Aussaat, bei Versuch B 
121 und 163 Tage nach der ad raga 
Aussaat bestimmt, und zwar 20 W0 60 BO 0 120 WO 150 10 200 220 
sowohl der absolute wie der Abb. 1. 
prozentuale; ersterer bezieht Absolute und prozentuale Alkaloidmenge. 
sich auf 100 Pflanzen, letzterer —— absolut, ----- prozentual. 
auf das Trockengewicht. 

Abb. 1 zeigt das Verhalten des Alkaloidgehalts der ganzen Pflanzen 
bei beiden Versuchen. Bei Versuch A sinkt sowohl der absolute wie 











1) Th. Sabalitschka und C. Jungermann, diese Zeitschr. 168, 445, 1925. 
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der prozentuale Alkaloidgehalt wahrend der Keimung der Same: Alk 
bis zum 47. Tage; wahrend 100 Samen urspriinglich 3,15 g Alkaloi: Stic 
enthielten, waren in 100 Keimlingen nunmehr noch 2,2g Alkaloid gun 
Der urspriingliche Prozentgehalt von 2,2 war auf 1,8 zuriickgegangen iibe 
DaB dieser Riickgang nicht auf eine Diffusion von Alkaloid nach auBen Alk 
zuriickzufiihren ist, zeigten unsere schon berichteten!) diesbeziiglichen dur 
Untersuchungen; es konnten in den Keimbeeten unter normalen die 
Keimungsverhaltnissen auch nicht Spuren von Alkaloid nachgewiesen stof 
werden, wihrend O. Tunmann*) friiher einen Austritt des Alkaloids mel 
ohne geniigend beweisende Versuche annahm. Nach 215 Tagen sehen Fal 
wir dann ein erhebliches Ansteigen des absoluten Alkaloidgehalts auf han 
3,4, und des prozentualen auf 3,9; beide Werte iibertreffen die ent- 
sprechenden Werte der urspriinglichen Samen. Nach 47 Tagen hatte 
sich aus den Samen ein ungefihr 10cm langes Wiirzelchen gebildet, 
5 T nach 215 Tagen waren die dice 
< GES A ee nee Keimblatter entfaltet, die nin 
Samenriickstande abgefallen Ver 
PN i Te oa is ls Se und auBerdem noch zwei oan 
Be a i ae eee bis drei Laubblattpaare ent- Sch 
ee &: fe wickelt. Kei 
Bei Versuch B_ wurde 
die Untersuchung erst nach 
121 Tagen ausgefiihrt; es Ven! 
tritt hier das Sinken des po 
Alkaloidgehalts _iiberhaupt we 
nicht mehr in die Erschei- 
Tal nung, vielmehr ist sowohl der halt 
SW a ee ae ae a ee im = Clute, wie der prozentuale ate 
Abb. 2. Alkaloidgehalt bereits etwas 


Absoluter und prozentualer Alkaloidgehalt oo ; S: 
der einzelnen Teile. Versuch A. héher als bei den warm Alk 
Same, + Stengel. Wurzel. Nach 121 Tagen war aus den on 
~ 4 


D Cate wend Seythiaenes. Samen erst eine Wurzel aus- one 
getreten, welche eine Lange von 20 bis 30 cm erreicht hatte; der Same | ae 
war mehr als 5 cm tiber den Boden emporgehoben, hatte sich aber urs 
noch nicht geéffnet. Bei seiner Offnung fanden wir darin die kraftig ent- Sen 
wickelten, gefalteten Keimblatter bedeckt von einer stark alkaloidhaltigen Wu 
Schleimschicht. Die fiir die ganze Pflanze beobachtete Erhéhung des wate 
absoluten und prozentualen Alkaloidgehalts erfolgte in den Samen und hoh 
Keimlingen, ohne daB diesen Stickstoff von auBen zugefiihrt wurde; das 


stat 
und 





se 





Reg 
zufi 


2 o 
es 
23 5 
8e 


. 











nac! 


auf 


') Th. Sabalitschka und C. Jungermann, Pharmazeut. Zentralhalle 66, dere 
474 und 501, 1925. 

*) Arch. d. Pharm. 248, 644, 1910; O. Tunmann, Pflanzenmikrochemie, 
8. 320. Berlin 1913. 
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Alkaloid muB also aus anderen, in den Samen urspriinglich vorhandenen 
Stickstoff enthaltenden Substanzen entstanden sein. Wiahrend bis 
zum 47. Tage die Alkaloid abbauenden oder verbrauchenden Vorginge 
iiberwiegen, tiberwiegen nunmehr zwischen dem 47. und 121. Tage die 
Alkaloid liefernden Vorgiinge. Es sei noch darauf hingewiesen, dab 
durch die Versuchsanordnung eine Assimilation von Stickstoff, durch 
die vorlaufige Entwicklung der Keimlinge eine Assimilation von Kohlen- 
stoff ausgeschlossen war; durch Assimilationsvorgange kann diese Ver- 
mehrung des Alkaloids hier nicht bedingt sein. Dies ist ein typischer 
Fall, in dem nach J. Gadamer') .Alkaloidbildung auf Kosten des vor- 
handenen (Reserve-) EiweiBes stattfindet. 


Die nachste Untersuchung der Keimlinge fand nach 163 Tagen 
statt. Zwischen 121 und 163 Tagen hatten sich die Samen entfaltet 
und waren die Samenriickstande abgefallen. Wir sehen hier ein Sinken 
des absoluten Alkaloidgehalts | von 3,8 auf 2,7g; sicher ist dieses 
mindestens zum Teil auf einen 
Verlust an Alkaloid durch das Ab- 
waschen des stark alkaloidhaltigen 
Schleimes von den_ entfalteten 
Keimblittern durch  kiinstlichen 
Regen im Gewiichshaus zuriick- 
zufiihren. Von diesem mechanischen 
Verlust an Alkaloid ist die Kurve 
des prozentualen Alkaloidgehalts 
kaum beeinfluBt. 

Abb. 2 und 3 zeigen das Ver- 
halten des Alkaloidgehalts der ein- 
zelnen Teile. Bei Versuch A ist 
nach 47 Tagen der absolute 
Alkaloidgehalt sowohl in den 
Samen, wie auch in der bereits 
ausgetretenen Wurzel gesunken; er TT Rape} 
betragt gegeniiber 3,15 g in den =e vdlong a aw 


urspriinglichen Samen jetzt in den Absoluter und proseatusler Alksloidgehelt 
Samen nur mehr 2,1 g, in den der einzelnen Teile. Versuch B. 
Wurzeln erst 0,12 g; die Wurzel “Sane 

weist aber einen fast doppelt so ~---— Hypokotyl und Stengel 
hohen prozentualen Alkaloidgehalt 

auf als die urspriinglichen Samen, nimlich 3,9 gegen 2,2, wahrend 
deren prozentualer Alkaloidgehalt von 2,2 auf 1,8 gefallen ist; neben 
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te ee | 
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1) J.Gadamer, ,,Die Alkaloide* in Handb. d. prakt. u. wiss. Pharmazie 
von H. Thoms, 2, 737, 1925. 
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der Abnahme des gesamten Alkaloidgehalts gegeniiber den urspriing- 
lichen Samen fand eine Anreicherung des Alkaloids in der Wurze! 
statt. Mit der weiteren Entwicklung der Wurzeln bis zu 215 Tagen 
steigt dann auch die dort vorhandene absolute Alkaloidmenge von 
0,12 auf 1,5 g¢, wihrend die prozentuale etwas, d. h. von 3,9 auf 3,1] 
sinkt. Zu dieser Zeit enthalten Wurzeln und Blatter ungefahr gleiche 
Alkaloidmengen, nimlich je 1,5g, die Stengel 0,36¢. Andererseits 
ist der prozentuale Alkaloidgehalt von Wurzeln und Stengeln un- 
gefiihr derselbe, 3,1 und 3,3, dagegen betragt der Gehalt der Blatter 
5,7 Proz. Die ersten Laubblatter und die Keimblatter haben einen weit 
héheren prozentualen Alkaloidgehalt als die iibrigen Teile der jungen 
Pflanze. Es zeigt sich auch hier, wie schon friiher bei der Haupt- 
vegetation der Lupine!), daB in den Blattern die Alkaloidsynthese 
den Alkaloidabbau oder Verbrauch erheblich iiberwiegt oder die Alkaloide 
den Blattern besonders zugeleitet werden. 

Die Kurven des absoluten Alkaloidgehalts der einzelnen Teile 
sinken bis nach 121 Tagen von dem urspriinglichen Gehalt der Samen 
von 3,15g auf 1,99¢ bei den Keimblattern, auf 1,02 g bei den Samen- 
riickstanden, auf 0,70 g bei den Wurzeln und auf 0,12 g bei den Stengeln ; 
zusammen enthalten diese vier Teile aber mehr Alkaloid als die ur- 
spriinglichen Samen, wie schon vorher angegeben ist. Zwischen 121 und 
163 Tagen steigt die Alkaloidmenge in Wurzeln und Stengeln an, sie 
fallt dagegen in den Samenriickstanden und noch starker in den Keim- 
blattern; bei den Samenriickstanden sinkt sie von 1,02 auf 0,65 ¢, 
bei den Keimblattern von 1,99 auf 0,91 g. Es wird somit Alkaloid aus 
den Samenriickstianden entnommen oder dort irgendwie abgebaut ; 
der Alkaloidverlust der Keimbliatter ist mindestens zum Teil auf ein 
Abwaschen des die Keimblitter im Samen bei 121 Tagen noch be- 
deckenden alkaloidreichen Schleimes zuriickzufiihren, was schon oben 
bei der Verminderung des Alkaloijgehalts der ganzen Pflanze erwahnt 
ist. Es erscheint aber auch méglich, daB das nach 121 Tagen in den 
Keimbiattern enthaltene Alkaloid bei der weiteren Entwicklung des 
Keimlings teilweise aus den Keimbliattern entfernt oder abgebaut 
wurde, wie wir dies friiher bei den absterbenden Keimbiattern der 
Lupine beobachtet haben. 

Der prozentuale Alkaloidgehalt sinkt von der Aussaat bis zum 
121. Tage nur bei dem Samenriickstand, und zwar von 2,2 auf 1 Proz., 
wahrend bei den anderen Teilen der Gehalt ansteigt, bei den Wurzeln 
auf 4,0, dem Hypokotyl auf 5,6 und den Keimblattern einschlieBlich 
des ihnen ansitzenden Schleimes auf 16,8 Proz. Auch hier sehen wir 
eine Verschiebung des Alkaloids aus dem Samenriickstand in den sich 


!) Diese Zeitschr. 168, 448, 1925. 
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entwickelnden Embryo, besonders in dessen Keimbliatter und den diese 
einhiillenden Schleim. Vom 121. bis zum 163. Tage sinkt der prozentuale 
Alkaloidgehalt in allen Teilen des Keimlings, nimlich in der Wurzel 
von 4 auf 2,5, in dem Hypokoty! von 5,6 auf 4,9 und in den Keim- 
blittern von 16,8 auf 8,1; dem Sinken des prozentualen Gehalts ent- 
spricht auch eine Abnahme des absoluten der ganzen Pflanze und 
der Keimblatter, und es gelten die dort gegebenen Erklirungen. Es 
steigt aber der prozentuale Alkaloidgehalt des Samenriickstandes 
etwas an, nimlich von 1,0 auf 1,2. Da vorher gesagt ist, daB die absolute 
Alkaloidmenge in den Samen sinkt, kann das geringe Ansteigen des 
prozentualen Gehalts nur auf eine stirkere Reduktion der iibrigen 
Substanz der Samenriickstinde zuriickgefiihrt werden; die sonst in 
den Samenriickstanden noch vorhandenen Stoffe miissen wahrend der 
Entwicklung der jungen Pflanzen stirker abgebaut oder verbraucht 
worden sein als die Alkaloide, die aber an sich auch teilweise aus den 
Samenriickstanden entfernt wurden. Es war auch in den vorhergehenden 
Perioden, sowohl bei Versuch A zwischen der Aussaat und dem 47. Tage, 
wie auch bei Versuch B zwischen der Aussaat und dem 121. Tage fiir 
den prozentualen Alkaloidgehalt des Samenriickstandes ein geringeres 
Sinken festgestellt als fiir den absoluten; dies stimmt gleichfalls mit 
der Annahme iiberein, daf andere Inhaltsstoffe des Endosperms starker 
von dem Keimling aufgenommen werden als die Alkaloide. Das Ver- 
halten des absoluten und prozentualen Alkaloidgehalts des von dem 
heranwachsenden Keimling verbraucht werdenden Endosperms ent- 
spricht ganz dem Verhalten des absoluten und prozentualen Alkaloid- 
gehalts der absterbenden Keimblatter der Lupine, denen ja auch die 
Rolle eines Endosperms zukommt. Wir?) hatten dort ebenfalls eine 
Abnahme des absoluten, aber eine Zunahme des prozentualen Alkaloid- 
gehalts festgestellt und diese Tatsache durch die Abnahme der Trocken- 
substanz infolge des Verbrauches an Nahrstoffen wihrend der Keimung 
erklart; diese Erklarung diirfte auth hier zutreffen. Wie in den ab- 
sterbenden und abfallenden Keimbiittern der Lupine das Alkaloid 
nicht ganz verschwindet, so verschwindet es ebenso nicht in den ab- 
fallenden Samenresten bei Strychnos; sie enthielten noch ungefahr 
ein Finftel der urspriinglich in den Samen vorhandenen Alkaloid- 
menge ; unsere Beobachtung deckt sich vollkommen mit der Berechnung 
von O. Tunmann?*), nach welcher ein Fiinftel des Alkaloids in den ab- 
fallenden Samenresten zuriickbleiben soll. 

Es seien die von O. Tunmann bei ahnlichen Versuchen gefundenen 
Alkaloidgehalte den hier erhaltenen gegeniibergestellt : 


1) Diese Zeitschr. 168, 449, 1925. 
2 
)le. 
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Tunmann Sabalitschka und Jungermann 


Alkaloidmenge ~ Alkaloidmenge 41.) 
in 100 Pflanzen Aikaloidgehalt *°'s00 Prlanetan | Alkaloidgehalt 


Proz. Proz 

Samen 5,56 2.98 3.1: 2.19 
Junge Wurzel ... t 4.48 : 4.0 
Altere Wurzel .. . 2, 3,72 48 3.1 
Junge gelbe Keim- 

blatter . 6,62 
Griine ausgewachsene 

Keimblatter .. . 56 4,65 5 5, 
Abgeworfene Samen- 

riickstaénde .... i 2,11 0,65 l, 
Hypokoty! Rs 2,43 0,32 4, 

Diese Zahlen stimmen meist so weit iiberein, als das bei der Un- 
gleichmaBigkeit des jeweiligen Alters der untersuchten Pflanzen, der 
Ausgangssamen und der Versuchsbedingungen tiberhaupt zu erwarten 
war. Nur in dem Hypokotyl und den jungen Keimblattern fanden wir 
einen wesentlich héheren prozentualen Alkaloidgehalt als O. Tunmann. 
Bei den jungen Keimblattern ist dies sicher zum Teil auf den ihnen 
ansitzenden alkaloidreichen Schleim zuriickzufiihren, den wir in die 
Untersuchung mit einzogen. GleichmaBig ist bei den Versuchen von 
O. Tunmann und uns das Ansteigen der absoluten Alkaloidmenge 
und das Fallen des prozentualen Alkaloidgehalts mit dem Alter des 
Pflanzenteiles. 

Wie bei den Versuchen mit der Lupine war auch hier bei der 
Strychnospflanze eine Verminderung der urspriinglichen Alkaloidmenge 
der Samen beim Keimen zu beobachten; dies la8t auf einen Abbau 
oder Verbrauch des Alkaloids beim Keimen schlieBen. Bei der Aus- 
nutzung des Endosperms durch den heranwachsenden Keimling nimmt 
die urspriingliche Gewichtsmenge des Alkaloids weiter ab, aber nicht 
im gleichen MaBe wie die anderen im Endosperm vorhandenen und 
vom Keimling verbrauchten Stoffe. Das Alkaloid verschwindet aus 
den Samenriicksténden nach der Entfaltung der Keimblatter nicht 
ginzlich; es geht vielmehr ungefahr ein Fiinftel des urspriinglich in 
den Samen vorhandenen Alkaloids bei dem Abfallen der Samenreste 
von der jungen Pflanze verloren. Als ein typischer, unter normalen 
Keimungsverhiltnissen gréBtenteils ausgenutzter Nahrstoff kann das 
Alkaloid schon deshalb nicht gelten, da es beim Keimen tiberhaupt 
nur eine Verminderung um ungefihr 25 Proz. erfihrt. Eine starke 
Anreicherung an Alkaloid findet in den Keimblittern statt, waihrend 
sie noch im Samen eingeschlossen sind, und in dem sie dort einhiillenden 
Schleim; auch sonst ist eine Verschiebung des Alkaloidgehalts von 
dem Endosperm in den Keimling wahrend der Keimung zu beobachten. 
Der absolute Alkaloidgehalt nimmt dann wiahrend der weiteren Ent- 
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wicklung der jungen Pflanze standig zu, wihrend der prozentuale etwas 
abnimmt. Auch bei Ausschlu8 jeder Stickstoffzufuhr nimmt die 
Alkaloidmenge beim Keimen zu; das Alkaloid muB dabei auf Kosten 
anderer in dem Samen vorhandener stickstoffhaltiger Substanzen ent- 
standen sein; diese Vermehrung des Alkaloids ohne Stickstoffzufuhr 
von auBen geschah zu einer Zeit, in welcher die Pflanze auch zu einer 
Kohlenstoffassimilation noch nicht befaihigt war. 

Die beobachteten Verschiebungen des Alkaloids von einem Pflanzen- 
teil in einen anderen wollen wir auch hier, wie schon friiher bei der 
Lupine, nicht unbedingt oder ausschlieBlich auf eine Wanderung des 
Alkaloids zuriickfiihren ; es ist auch méglich, daB durch entgegengesetzt 
verlaufende Umsetzungen in den verschiedenen Pflanzenteilen Alkaloid 
gleichzeitig abgebaut und aufgebaut wird, und daB bald diese, bald 
jene Umsetzung vorherrscht oder ausschlieBlich stattfindet. 

Es sei noch bemerkt, da8 die Strychnospflanze gerade mit Vorliebe 
von tierischen Schidlingen heimgesucht wurde; Schnecken und kleine 
Insekten fraBen im Gewiichshaus die Keim- und Laubblatter trotz 
ihres hohen Alkaloidgehalts so stark an, daB es schwer war, unversehrte 
Pflanzen zu den Versuchen zu erhalten. Von einem Schutze der Pflanze 
durch die Alkaloide gegen Tierfra8 war somit nichts zu bemerken; 
da man auch bei Berlin nicht die Amwesenheit besonderer, infolge An- 
passung gegen Strychnin und Brucin immuner Tiere wird annehmen 
kénnen, diirfte die zur Erklarung der pflanzenphysiologischen Be- 
deutung: der Alkaloide von O. Tunmann') aufgestellte Schutzstoff- 
hypothese hier kaum zutreffen. 

Wir fanden eine Verminderung der urspriinglichen Alkaloidmenge 
der Samen beim Keimen um ungefihr ein Viertel; O. Tunmann hatte 
ebenfalls bei seinen Versuchen eine solche Verminderung festgestellt, 
und zwar um ungefahr ein Drittel. Dieser Forscher wollte die Ver- 
minderung auf ein Auslaugen des Alkaloids durch das Wasser des 
Keimbeetes zuriickfiihren, ohne aber einen Ubertritt des Alkaloids in 
das Wasser nachgewiesen zu haben. Wir zeigten®) daB unter normalen 
Bedingungen ein Ubertritt des Alkaloids tiberhaupt nicht stattfindet; 
somit ist auch die friiher von O. Tunmann beobachtete, von ihm damals 
nicht richtig gedeutete Verminderung des Alkaloids beim Keimen 
der Strychnossamen durch einen Abbau des Alkaloids zu erklaren. 


Versuch A. 


Zu den Versuchen standen uns frische keimfahige Samen zur Ver- 
fiigung, welche wir durch die liebenswiirdige Vermittlung des Herrn Dr, 


1) Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 24, 271, 1914; Arch. d. Pharm. 248, 


653, 1910. 
2) Th. Sabalitschka und C.Jungermann, Pharm. Zentralhalle 66, 474 


und 501, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 167. 32 
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Sardesai aus Bombay erhielten. Der Alkaloidgehalt der Samen wurde nac'; 
dem Verfahren von Th. Sabalitschka und C.Jungermann') bestimmt; 
100 Samen enthielten 3,15 g Alkaloid; der Alkaloidgehalt betrug 2,19 Proz 
Er war also geringer als der vom Deutschen Arzneibuch 5. gefordert: 
Mindestgehalt von 2,5 Proz. 

Am 24. November 1923 wurden 32 Samen in einer flachen Glasschal- 
zur Keimung ausgeleg:. Als Keimbeet diente chemisch reine Watte, dic 
mit destilliertem Wasser feucht gehalten wurde. Auf dieser Watte lagen 
die Samen und waren auch von einer solchen bedeckt. Die Glasschale 
stellten wir bedeckt im dunklen Thermostaten bei 21° auf, beobachteten 
die Samen taglich, hielten die Watte geniigend feucht und erneuerten sic 
sofort, falls sich Schimmel zeigte. Die Samen waren keiner Vorquellung 
unterworfen. Spiterhin verwendeten wir als Keimbeet chemisch reinen 
ausgegliihten Seesand ; auf die Reinheit der Keimbeete legten wir besonderen 
Wert, da an ihnen auch der Austritt der Alkaloide aus den keimenden Samen 
studiert werden sollte. Wie wir?) schon berichteten, fand ein solcher nicht 
statt. 

Nach 20 Tagen, am 14. Dezember 1923, war bei einigen Samen ein 
Hervortreten des Wiirzelchens bemerkbdr; T’unmann*) konnte dasselbe 
bei seinen Keimungsversuchen nach 3 Wochen beobachten, was mit unsere 
Feststellung iibereinstimmt. Am 17. Dezember betrug die gréBte Lange 
des Wiirzelchens 0,3cm; am 20. Dezember waren 62 Proz. der Samen 
gekeimt, waihrend der Rest iiberhaupt nicht keimte. Die sich sofort nach 
unten kriimmenden Wurzeln entwickeln sich rasch und erreichen am 
7. Januar eine Lange von 10cm. Die Ernahrung geschieht ausschlieBlich 
durch das Endosperm des Samens, der stark geschwollen, aber noch ge- 
schlossen ist. Am 10. Januar 1924 entnahmen wir zur Untersuchung 
zehn Keimlinge dem Beet. Die iibrigen zehn Keimlinge wurden zu je zwei 
auf Bechergliser aus Jenaer Glas verteilt, die mit reinstem Seesand be- 
schickt waren; sie stellten wir weiter im Thermostaten bei 21° auf; dieser 
Thermostat war mit einem Fenster versehen, so da8 die Pflanzen sich im 
Tageslicht befanden. Die Zubereitung der Sandkultur geschah nach 
E.G. Pringsheim*); eine Zugabe von Nihrsalz fand nicht statt. 


Am 4. Februar 1924 hatten die Wurzeln eine Lange von 15 bis 20 cm 
erreicht. Erst nach mehr als 3 Monaten, anfangs Marz, begann das Wachstum 
des Hypokotyls und die Samen erschienen iiber dem Boden. Am 8. Mirz 1924 
brachten wir die GeféBe in das Warmhaus des: botanischen Gartens, wo sie 
nunmehr bei einer durchschnittlichen Temperatur von 28° sich befanden. 
Nach 4 Monaten, anfangs April, waren die Samen noch fest geschlossen: 
sie ragten etwa 5 cm iiber dem Boden hervor. Am 7. Mai 1924 setzten wir 
dann die Pflanzen in Tépfe mit Gartenerde um und belieBen sie dort weiter 
im Warmhaus bis zur Ernte. Ungefaihr 5 Monate nach der Aussaat éffneten 
sich die Samen erst, die leeren Samenschalen fielen ab und die Keimblatter 
entfalteten sich. Am 2. Juni 1924 waren die Keimblatter 4 bis 5 cm lang 
und 3 bis 4 cm breit; das Hypokotyl maB 10 bis 15cm. Am 16. Juni 1924 


1) Ebendaselbst 66, 145, 1925. 

*) Le. 

3) lic. 

*) E.G. Pringsheim, Methoden der Sand- und Wasserkultur héherer 
Pflanzen in EF. Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. II, 
Teil 2, S. 645. 
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hatte sich auch ein Laubblattpaar, am 21. Juni 1924 ein zweites und am 
24. Juni 1924 bei einigen Pflanzen schon ein drittes entwickelt. Am 
26. Juni 1924 entnahmen wir drei gleichmaBig gut entwickelte, durch 
TierfraB méglichst wenig beschidigte Pflanzen zur Untersuchung. 


1. Untersuchung. 


Vegetationszeit 24. November 1923 bis 10. Januar 1924. Alter der 
untersuchten Pflanzen 47 Tage. 

Die zehn aus dem Keimbeet entnommenen Keimlinge wurden mit 
der Schere in Wurzeln und Samen getrennt, die beiden Teile gewogen, 
bei 80° im Lufttrockenschrank getrocknet, fein gepulvert und bis zum 
konstanten Gewicht weiter getrocknet ; hierauf ermittelten wir den Alkaloid- 
gehalt nach der von uns friiher mitgeteilten Methode’). 





Tabelle I. 
Frisch Trocken- Getundenes | Alkaloids Atkaloidgehalt 
Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid | gehalt in 100 zen 
s s g | Pros. & 
BO cs xe 6 13,760 11,7600 0.2105 | 18 2,105 
ae 1,527 0.2980 00116 | 3.9 0,116 
Canze Pflanzen ,. 15,287 12.0580 0.2221 — 2,221 


2. Untersuchung. 


Vegetationszeit 24. November 1923 bis 26. Juni 1924. Alter der 
Pflanzen 215 Tage. Die Pflanzen, drei an der Zahl, wurden in Blatter 
(Keimblatter und Laubblatter), Stengel und Wurzel geteilt, und sonst 
wurde wie bei der ersten Untersuchung verfahren. 





Tabelle 11. 
Frisch. Trocken: Getundenes Alkaloid» Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 nzer 
& g 8 Proz. & 
Beetter 2... wc 3,048 0.8108 0.0459 5,7 1,53 
OO ae 1,176 0.3302 0,0109 3,3 0,36 
a ee ae 7,722 14276 | 0.0444 3,1 1,48 
Ganze Pflanzen . 11,946 2.5686 0.1012 _ 3,37 
Versuch B. 


Am 15. Januar 1924 legten wir in gleicher Weise wie oben 64 Samen 
in feuchte Watte zur Keimung. Schon nach 15 Tagen war bei mehreren 


Samen das Wiirzelchen bemerkbar; am 7. Februar 1924 waren 73 Proz. 


yle 
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der Samen gekeimt; die iibrigen keimten iiberhaupt nicht mehr. Am 
11. Februar war das Wiirzelchen durchschnittlich 1 cm, am 14. Februar 
2 em und am 18. Februar 3 cm lang. Am 18. Februar wurden die Keimlinge 
wie bei Versuch A in reinen Seesand umgesetzt, ohne daB ihnen Nahrsalz- 
lésung geboten wurde. Am 8. Mirz erschienen die Samen iiber dem Boden. 
Von jetzt ab standen die GefaiBe in dem mit einem Fenster versehenen 
Thermostaten bei 21°. Am 25. April betrug die Lange des oberirdischen 
Teiles 5cem, die Wurzel hatte bei 20cm Lange den Boden der Becher 
glaser erreicht und legte sich ringférmig am Boden um. Am 15. Mai ent 
nahmen wir 20 Pflanzen, die gleichmaBig gut entwickelt waren, zur Unter 
suchung. Bis jetzt waren die Pflanzen nur mit destilliertem Wasser be 
gossen. 


Die restlichen Pflanzen wurden in Erde umgepflanzt und verblieben 
so im Warmhaus bei 28° bis zum 26. Juni 1924; jetzt wurden acht gleich- 
maBig gut entwickelte und nicht durch TierfraB zu stark beschidigte 
Pflanzen zur Untersuchung entnommen; auch die abgefallenen Samen- 
schalen wurden sorgfailtig gesammelt und fiir sich untersucht. Die Keim. 
blatter waren voll entfaltet. Eine Anzahl der nicht zur Untersuchung 
benétigten Pflanzen blieb zur weiteren Beobachtung im Warmhaus; sie 
hatten bis zum 1. September 1924 je sechs Laubblattpaare entwickelt 
und maBen etwa 25cm im oberirdischen Teil. Bei beiden Versuchen trat 
das Wiirzelchen ungefaihr zur gleichen Zeit wie bei den Versuchen Tun- 
manns') aus den Samen hervor; es entwickelten sich aber hier die Keim- 
linge langsamer als bei T’unmann. 


3. Untersuchung. 


Vegetationszeit 15. Januar bis 15. Mai 1924. Alter der Pflanzen 121 Tage. 
Wahrend der ganzen Vegetation war den Pflanzen von auBen kein Stick- 
stoff zugefiihrt, sowohl nicht in der Watte, wie auch nicht in dem Sandbeet. 
Die zur Untersuchung entnommenen 20 Pflanzen wurden getrennt in 
Wurzel, Hypokotyl, Keimblatter und Samenriickstand. Die Samen dffneten 
wir von der Randleiste her und entfernten daraus die gelben, in zahlreichen 
Falten zusammengelegten und eng an das Endosperm angedriickten Keim- 
blatter. Sie waren mit einer stark alkaloidhaltigen Schleimschicht bedeckt. 
Wurzel, Hypokotyl, Keimblatter (mit Schleimschicht) und Samenriickstande 
wurden fiir sich untersucht. 











Tabelle III: 
; Frische | Trockens | Gefundenes | Alkaloid» Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil gewicht | gewicht Alkaloid | gehalt in 100 zen 
® s 8 |  Proz. g 

Wurzel ..... 106110  3,5096 | 01390 40 | 0,695 
Hypokotyl. |. : 1,5560 0,442 | 0.0248 5.6 0,124 
Samenriickstand . 33,7320 | 21.1576 | 0,2040 10 | ~~ 1,020 
Keimblatter . . . 57088 | 2.3576 0.3088 | 168 | 1,994 
Ganze Pflanzen . 51,6068 | 27,4690 | 0,7666 9 — 3,833 


1) Le. 
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4. Untersuchung. 


Vegetationszeit 15. Januar bis 26. Juni 1924. Alter der Pflanzen 
163 Tage. Die acht Pflanzen wurden getrennt in Keimblatter, Hypokotyl 
und Wurzel und nicht nur diese Teile untersucht, sondern auch die sorg- 
faltig gesammelten Samenschalen, die bereits abgefallen waren. 





Tabelle 1V. 
Frischy | Trockens | Gefundenes | Alkaloids | Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid gchalt in 100 zen 
g g 8 Proz. 8 

Keimblatter . . . 3,0560 0,9008 0,0728 8,1 0,91 
Hypokotyl. ... 1,8560 0,5190 0,0255 4,9 0,32 
ae 11,6804 2,7118 0,0684 2.5 0,86 
Samenriickstand . 4.8024 4,4008 0,0517 1,2 0,65 
Ganze Pflanzen . 21,3948 8,5324 0.2184 | — 2.74 


Die Verainderung des Alkaloidgehalts in der Pflanze wahrend der 
Entwicklung zeigen Tabellen V bis VII. Die Tabelle V betrifft den absoluten 
Alkaloidgehalt in 100 Pflanzen und den prozentualen Alkaloidgehalt in 
den ganzen Pflanzen, berechnet auf Trockensubstanz. Die Tabelle VI 
bringt den absoluten Alkaloidgehalt der einzelnen Teile von 100 Pflanzen, 
wahrend Tabelle VII den auf Trockensubstanz berechneten prozentualen 
Alkaloidgehalt der Teile bringt. 





Tabelle V. 

Alter der Anzahl der| Trocken- Getundenes ee Alkaloid. 

Versuch | Pflanzen Pflanzen | gewicht | Alkaloid 100 mm gehalt 
Tage g ry ry 8 Proz. 

0 100 144,0000 3,1500 3,150 2,19 

oe 47 10 12,0580 | 0,2221 2,221 1,83 

a act « 121 20 27,4690  — 0,7666 3833 #28 

B. 163 8 8,5324 0,2184 2,74 2.6 

A. 215 3 2 5686 0.1012 3,37 3.9 


Tabelle V1. 
Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet auf 100 Pflanzen. 





t 5 . - 
Versuch der ‘Pflanzen = “ Wurzel Hypokotyl Keimblatter 
Tage riickstand und Stengel und Blatter 
0 3,15 a si = 
A. 47 2,11 0,12 — _- 
B. 121 1.02 0:70 0,12 1,99 
B. 163 0,65 0,86 0,32 0,91 
A. 215 _— 1,48 153 
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Tabelle VII. 
Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet in Prozenten auf 
Trockengewicht. 
Alter Samen und , Hypokoty! Keimblatter 
Vee — —, Wessel und Stengel | und Blatter 
0 2.19 ios m = 
, 47 18 3.9 —_ — 
eerie 121 1,0 49 5.6 16,8 
mies s 163 12 2.5 49 8,1 
he 28 215 — 3.1 3.3 5.7 
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